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Fast jeder zweite Todesfall in Deutschland geht auf eine Erkrankung des Herz-
Kreislauf-Systems zurück. Laut des statistischen Bundesamts waren 2012 40,2% al-
ler Todesfälle auf eine Erkrankung des Herz-Kreislauf-Systems zurückzuführen. So-
mit waren 2012, kardiovaskuläre Erkrankungen, von denen vor allem ältere Men-
schen betroffen sind, die häufigste Todesursache in Deutschland (1). Angesichts der 
steigenden Lebenserwartung und der wachsenden Anzahl chronischer Herz- Kreis-
lauferkrankung ist mit einer weiteren Zunahme der Zahlen zu rechnen. Störungen 
des Herz-Kreislauf-Systems manifestieren sich aber auch bereits im Alter unter 50 
Jahren. Zu den Risikofaktoren zählen Übergewicht, Rauchen, Bluthochdruck, ein er-
höhter Cholesterinspiegel und Diabetes. Die Behandlung von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen verursacht hohe Kosten: Allein der Anteil der Herz-Kreislauf-
Medikamente beträgt rund ein Viertel der gesamten Arzneimittelausgaben der ge-
setzlichen Krankenversicherung. Zu den Ausgaben für Diagnostik und Behandlung 
kommen noch die Aufwendungen für die Rehabilitation der Herzinfarkt- und Schlag-
anfallpatienten, die nach ihrer Entlassung aus dem Krankenhaus weiterhin betreut 
werden müssen, hinzu (2). Die häufigste Ursache für Erkrankungen des Herz-
Kreislauf-Systems sind atherosklerotische Gefäßveränderungen in der koronaren-, 
zerebralen-, und peripheren Zirkulation (3). Die Pathophysiologie der Atherosklerose 
ist komplex und noch nicht vollständig geklärt. Im Rahmen der „response to injury“-
Hypothese wird die Atherosklerose als chronischer Entzündungsprozess angesehen, 
der je nach Stadium zur Ausbildung von charakteristischen Plaquetypen führt (4-6). 
Klinisch manifestiert sich dieser Entzündungsprozess auf zwei Wegen. Im Verlauf 
von Jahre bis Jahrzehnte kann sich eine progredienten Stenosierung eines Gefäßes 
entwickeln, die bei einer Einschränkung des Lumens von über 70-80%, zu einer Is-
chämie des versorgten Gewebes führen kann. Zum anderen kann im Rahmen einer 
akuten klinischen Manifestation von meistens geringer gradigen Plaques (< 50% 
Stenose) eine Verlegung des Gefäßes durch einen Thrombus auftreten (4). 
Pathogenetisch können zwei Formen der Atherosklerose unterschieden werden, eine 





1.1. Native Atherosklerose 
Die Atherosklerose wird heute als chronisch inflammatorischer Prozess der Gefäß-
wand als Antwort auf Lipoproteinablagerungen verstanden, der durch verschiedene 
Stadien der Plaquebildung gekennzeichnet ist und zu vulnerablen Plaques führen 
kann, die ein erhöhtes Risiko für eine Plaqueruptur und Atherothrombose besitzen 
(5). Die Bildung von atherosklerotischen Plaques verläuft typischerweise im Laufe 
von Jahrzehnten langsam progredient. Die atherosklerotischen Plaques entstehen 
überwiegend an arteriellen Bifurkationen, z.B. der Koronararterien, oder unter Aor-
tenkurvaturen auf dem Boden der dort herrschenden gestörten Blutverhältnisse. Die 
durch eine laminare Strömung hervorgerufene hohe Wandschubspannung ist in die-
sen Bereichen durch turbulente Strömungsverhältnisse deutlich reduziert. Die niedri-
ge Wandschubspannung schädigt jedoch die Endothelzellen und führt zu einer ge-
steigerten endothelialen Permeabilität, wodurch der Einstrom von low-density Lip-
oproteinen (LDL) in die Gefäßwand erhöht wird. Subendothelial abgelagertes LDL 
wird chemisch verändert, meist durch Oxidation, wodurch potentiell zytotoxisches 
oxidiertes LDL entsteht. Ferner kommt es zur inflammatorischen Aktivierung der En-
dothelzellen, charakterisiert durch die Expresssion von Adhesionsmolekülen, wie z. 
B. P-Selektin, intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) und vascular cell adhesion 
molecule-1 (VCAM-1). Dies begünstigt die Adhäsion von Monozyten an den En-
dothelzellen und deren Einwanderung in die Gefäßwand, wo sie in Makrophagen dif-
ferenzieren (Abb1). Diese Makrophagen nehmen oxidiertes LDL auf und lagern das 
enthaltene Cholesterin intrazellulär ab, wodurch es zur Schaumzellbildung kommt. 
Schaumzellen liegen als „fatty-streaks“ organisiert vor und sind die frühste Erschei-
nungsform der Atherosklerose (Typ 1, Einteilung nach Stary) (Abb1C). Neben Mak-
rophagen finden sich in fortgeschrittenen Stadien der Atherosklerose zunehmend 
auch glatte Muskelzellen(smooth muscle cells, SMCs) in der Gefäßwand (Typ II). Die 
Phagozyten setzten Zytokine frei, welche die Proliferation von glatten Muskelzellen 
und die Produktion von extrazellulärer Matrix stimulieren (7). Die anhaltende Auf-
nahme von LDL-Cholesterin führt zur Apoptose der Schaumzellen und zur extrazellu-
lären Ablagerung von Cholesterinkristallen (Typ III-Läsion, Abb. 1D). Läsionen des 
Typs I–III führen noch zu keiner Gefäßstenosierung und sind als Zufallsbefund oft 
schon bei unter 30-jährigen zu finden (8). Konfluiert das extrazelluläre Cholesterin zu 





mata (Abb. 1E). Dieser Lipidkern kann im Verlauf durch eine fibröse Kappe, Beste-
hend aus SMCs und extrazellulärer Matrix, gegenüber dem Lumen abgegrenzt wer-
den (Typ V). Typ IV und Typ V Läsionen könne zu einer zunehmenden Lumeneinen-
gung der betroffenen Arterien führen. Kommt es durch atherosklerotische Plaques zu 
einer Lumeneinengung von 70–80%, so ist eine kritische Reduktion des Blutflusses 
mit den typischen klinischen Symptomen einer koronaren Herzkrankheit (KHK) oder 
peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) die Folge. Rupturiert die fibröse 
Kappe (Typ VI Läsion) werden aus dem Plaque und der Gefäßwand prokoagulatori-
sche Faktoren, wie z.B. tissue factor (TF), freigesetzt, die zu einer lokalen Thrombo-
sierung mit der Gefahr eines akuten Gefäßverschlusses, wie z. B. im Rahmen eines 
Myokardinfarkts, führen können (7). Zusätzliche Risikofaktoren, wie arterieller Hyper-
tonus, Diabetes mellitus, Nikotinabusus, stammbetonte Adipositas und Bewegungs-





Abb. 1: Schematische Entstehung der Atherosklerose. (A) Normale Gefäßwand. In der ers-
ten Phase kommt es zur Thrombozytenaggregation und Anhaftung von Monozyten (B) Nach 
Transmigration differenzieren die Monozyten in der Gefäßintima zu Makrophagen, phagozy-
tieren LDL-Cholesterin und bilden den „fatty streak“ (C). Durch chemotaktische Stimuli, die 
aus den Entzündungszellen sezerniert werden, werden SMCs zur Migration und Proliferation 
angeregt. Durch Deposition von EZM-Bestandteilen entsteht über den Schaumzellen eine 
fibröse Kappe aus SMCs und EZM (D) Im fortgeschrittenen Stadium entsteht der sogenannte 
Lipidkern, der neben Schaumzellen, extrazelluläre Cholesterinkristalle, Kalzifikationen und 





1.2. Akzelerierte Arteriosklerose und Neointimabildung 
Im Gegensatz zur nativen Atherosklerose entsteht die akzelerierte Arteriosklerose in 
Folge einer akuten mechanischen Verletzung einer atherosklerotischen Gefäßwand 
bereits innerhalb weniger Monate und stellt einen Reparaturvorgang dar zur Auf-
rechterhaltung der Gefäßintegrität (Neointimabildung). Die athersoklerotische Vor-
schädigung des Gefäßes fördert jedoch eine überschießende Neointimabildung, die 
wiederum zur Lumeneinengung führen kann. Die akzelerierte Arteriosklerose findet 
man am häufigsten in Form der Restenose bei Patienten nach einer perkutanen In-
tervention, im Rahmen einer Transplantatvaskulopathie oder nach Anlage eines Ko-
ronararterien-Bypass (v.a. mit venösen Bypass-Gefäßen) (15). Die akute Gefäßver-
letzung im Rahmen einer perkutanen transluminalen koronaren Angioplastie (PTCA) 
mit oder ohne Stentimplantation führt zu einer endothelialen Denudation und zu einer 
Verletzung der Media (15). Durch die intimale Ansammlung von vorwiegend SMCs 
aber auch von Leukozyten kommt es zu einer Ausbildung einer Neointima, die zu ei-
ner vaskulären Stenosierung führen kann. Auch wenn die initiale PTCA eine primäre 
angiographische Erfolgsrate von über 90% hat, liegt die Zahl der Reinterventionen 
weiterhin auf hohem Niveau. Je nach Risikoprofil der Patienten und Komplexität der 
Koronarmorphologie (und/oder Mehrgefäßerkrankungen) beträgt die Reinterventions-
rate nach PTCA mit/ohne Stentimplantation trotz medikamentöser Maximaltherapie 
30-50% (16-20). In Abhängigkeit von der Gefäßgröße, Lage und Art der Läsion und 
Vorbehandlung kann die Restenoserate jedoch bis zu 73% betragen. Die Restenose 
stellt somit eine wesentliche Limitation in der interventionellen Kardiologie dar (21-
25).  
 






1.3. Restenose und Neointimabildung 
Bei der PTCA kommt es durch die Gefäßdehnung zu einer Gefäßverletzung. Die 
Restenose ist eine (Über-)Reaktion des Heilungsprozesses in Arterien nach einer 
mechanischen Verletzung. Zwei wesentliche Faktoren tragen zur Restenose bei: die 
Neointimabildung und das negative Gefäßremodelling (26, 27). Das morphologische 
Korrelat der Restenose ist die Bildung einer Neointima durch die Akkumulation von 
SMCs. Diese Neointimabildung trägt wesentlich zum Lumenverlust nach Stentim-
plantation bei (28, 29). Da die neointimale Akkumulation von SMCs zu einem wesent-
lichen Teil durch die Proliferation dieser Zellen entsteht, wird die Neointima auch als 
intimale Hyperplasie bezeichnet. Die intimale Hyperplasie ist eine histologische Be-
zeichnung für Gewebe, das durch Zellproliferation und Deposition von extrazellulärer 
Matrix in der Intima der Gefäßwand auftritt. Die zur Neointimabildung führende Reak-
tion auf eine mechanische Gefäßschädigung lässt sich in vier Phasen unterteilen 
(30): 
1. Die mechanische Phase, die durch das frühe elastische Zurückspringen (elas-
tischer Recoil) nach der  mechanischen Ausdehnung des Gefäßes gekenn-
zeichnet ist. 
2. Die thrombotische Phase, während der es zur Thrombozytenaggregation an 
der geschädigten Gefäßwand kommt. 
3. Die proliferative Phase, bei der sich auf Grund der Proliferation und Migration 
der medialen und intimalen vaskulären SMCs (VSMCs) die neointimale Hy-
perplasie bildet. 
4. Die Phase des Remodellings, eine pathologische Anpassung, die eine chroni-
sche und schrittweise Umwandlung des Zell- und Proteingehalts in der Media 
und Adventitia beinhaltet. Zusätzlich kommt es zu einer vermehrten Ablage-
rung von extrazellulären Matrixproteinen und zu einer Veränderung des Phä-
notyps der SMCs von einem „kontraktilen“ zu einem „synthetisierenden“ Typ 
Auslösende Faktoren der Restenose nach Ballonangioplastie oder Stentimplantation 
sind die Zerstörung des Endothels, das Eindrücken der Plaquestruktur und die Deh-
nung des gesamten betroffenen Gefäßabschnittes. Durch den Wegfall der intakten 
endothelialen Oberfläche, kommt es zur Anlagerung von aktivierten Thrombozyten, 
die verstärkt Adhäsionsmoleküle (P-Selektine) exprimieren, und zu einer Ansamm-





Gefäßverletzung ist außerdem eine sehr hohe Rate der Apoptose von medialen 
SMCs (34). Zirkulierende Leukozyten (v.a. neutrophile Granulozyten, Makrophagen 
und Lymphozyten) adhärieren im Rahmen einer Entzündungsreaktion über ihre 
Oberflächenintegrine (z.B. Mac-1) an das entstandene Geflecht aus Thrombozyten 
und Fibrin. Durch die Ausschüttung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen, wie dem 
fibroblast growth factor (FGF), dem platelet-derived growth factor (PDGF) oder dem 
transforming growth factor-β (TGF-β) aus Makrophagen, Thrombozyten, Endothelzel-
len, SMCs und Fibroblasten, kommt es zur Aktivierung und Proliferation von SMCs 
(35, 36). Eine Hemmung dieser Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel durch Inhibie-
rung der Signaltransduktion von PDGF-Rezeptoren durch spezifische Antikörper oder 
durch Tyrosinkinase-Inhibitoren, reduziert die Neointimabildung in unterschiedlichen 
experimentellen Modellen der Restenose (37, 38). Zusätzlich trägt die chronische In-
flammation zu den vaskulären Umbauprozessen nach einer mechanischen Verlet-
zung z. B. durch eine Ballonangioplastie (mit oder ohne Stenting) bei (39). Das Aus-
maß der Entzündungsreaktion, charakterisiert durch die Infiltration mit Granulozyten 
und Makrophagen, korreliert mit der Schwere der Gefäßverletzung, insbesondere mit 
der Verletzung der Media, mit der Neointima, und dem Grad der Restenose (40-42). 
Stents, die mit einer Mediaverletzung assoziiert sind oder die den Lipidkern eines 
atherosklerotischen Plaques durchdringen führen zu einer stärkerer Infiltration mit 
Leukozyten im Vergleich zu Stents  die nur Kontakt mit fibrösen Plaques haben (43). 
Die durch die Gefäßverletzung induzierte Entzündungsreaktion spielt somit eine ent-
scheidende Rolle bei der Neointimabildung.  
 
 
1.4. Herkunft der neointimalen SMCs  
Die Ansammlung von SMCs in der Intima der verletzten Gefäßwand ist der entschei-
dende Faktor bei der Entstehung einer Neointima. Bisher nahm man an, dass die 
neointimalen SMCs, sowohl bei der nativen Atherosklerose als auch bei der akzele-
rierten Arteriosklerose, ausschließlich lokal aus der Media der Arterienwand einwan-
dern und in der Intima proliferieren (29). Mittlerweile haben jedoch mehrere Studien 
sowohl an Tiermodellen als auch  am Menschen gezeigt, dass ein Teil der intimalen 
SMCs aus einem adulten Stammzellpool des Knochenmarks stammt und diese Vor-





pheren Blut zirkulieren (44-47). Um den Ursprung der neointimalen SMCs bei der-
Transplantatvaskulopathie nachzuweisen, wurde Versuchstieren neben Herz- bzw. 
Aorta auch Knochenmark transplantiert. Die Knochenmarktransplantation wurde mit 
β-Galactosidase- oder grün fluoreszierenden Protein- (GFP)-exprimierenden Stamm-
zellen durchgeführt (44, 45, 48). Es konnte gezeigt werden, dass ein Großteil der 
neointimalen SMCs der Empfängertiere β-Galactosidase bzw. GFP exprimierten und 
somit aus dem Knochenmark abstammen (44, 48). In einer weiteren Arbeit wurde bei 
Wildtyp-Mäusen, nach der Transplantation von β-Galactoidase exprimierenden 
Stammzellen, eine Drahtverletzung an der A. femoralis durchgeführt. Die entstande-
ne Neointima bestand zu 63% und die Media zu 45% aus β-Galactosidase-positiven 
Zellen. Ein Teil der SMCs exprimierten den Marker für SMCs α-smooth muscle actin 
(α-SMA) und ein Teil den Endothelzellmarker CD31 (44). Um diese SPCs genauer zu 
charakterisieren, wurden spezifisch aus dem heterogenen Knochenmark β-
Galactosidase exprimierende hämatopoetische Stammzellen untersucht. Diese 
Stammzellen exprimieren die Oberflächenmarker c-Kit+ (c-Kit-Rezeptor für den 
Stammzellfaktor) und Sca-1+(stem cell antigen-1) und weisen aber keine Expression 
hämatopoetischer Differenzierungsmarker (Lineage-Marker, lin-) auf. Diese Stamm-
zellen wurden daraufhin in knochenmarks-depletierte Empfängermäuse transplan-
tiert. Nach Drahtverletzung der A. femoralis bestand die Neointima zu 43% aus β-
Galactosidase-positiven Zellen, von denen wiederum 73% auch α-SMA exprimierten. 
(44) In vitro differenzierten sich diese c-Kit+Sca-1+/lin- Zellen in Ko-Kultur mit vaskulä-
ren SMCs ebenfalls zu SMC-ähnlichen Zellen (44). Des Weiteren konnte man zei-
gen, dass isolierte Sca-1+/lin- Zellen aus dem peripheren Blut männlicher Mäuse, die 
unmittelbar nach einer endothelialen Denudation der A. carotis communis (CCA) in 
Apolipoprotein E defiziente (ApoE-/-) weibliche Mäusen injiziert wurden, im Rahmen 
der Neointimabildung zu SMCs differenzierten (49). Diese SMCs exprimierten die 
SMC-spezifischen Proteine α-SMA und smooth muscle myosin heavy chain 
(SMMHC) (49). Einen Einfluss auf die Rekrutierung von SPCs aus dem Knochen-
mark scheint auch die Art der mechanischen Gefäßverletzung zu haben. Offenbar ist 
die Rekrutierung von SPCs nach Drahtverletzung häufiger als nach periarterieller 
Cuffanlage oder Gefäßligatur (50, 51). Diese Unterschiede korrelieren mit der 
Apoptoserate in der verletzten Gefäßwand, so dass die Schwere der Verletzung mit 





hindeuten, dass bei einer extensiven Verletzung die ortsansässigen VSMCs für eine 
Reparatur nicht ausreichen und in diesem Fall zirkulierende SPCs ebenfalls zur 
Neointimabildung beitragen (52). 
Von entscheidender Bedeutung bei der SPC-vermittelten vaskulären Wundheilung ist 
die Frage durch welche Signale die Mobilisierung und Rekrutierung in die verletzte 
Gefäßwand gesteuert wird. Hier haben das CXC Chemokin stromal cell-derived fac-
tor 1α(SDF-1α, CXCL12) und dessen Rezeptor CXC-Rezeptor 4 (CXCR4) eine wich-
tige Funktion (49, 53).  
 
 
1.5. Stromal cell-derived factor (SDF)- 1α 
1.5.1. Struktur und Physiologie 
SDF-1α/CXCL12 (pre-B-cell groth-stimulating factor) gehört zu einer Gruppe von 
strukturell verwandten Signalproteinen (Zytokine), die eine chemotaktische Aktivität 
vor allem für hämatopoetische Zellen besitzen. Zytokine, die wie SDF-1α bei Zellen 
eine Wanderbewegung (Chemotaxis) auslösen, bezeichnet man auch als chemotak-
tische Zytokine oder Chemokine (54). 
Aus der Anzahl und Position der Cysteinreste am Amino-Terminus leitet sich die sys-
tematische Nomenklatur der Chemokine ab. Man unterscheidet vier Unterfamilien. 
Bei den CC-Chemokinen (β-Chemokin) folgen die ersten beiden Cysteine direkt auf-
einander, bei den CXC (α-Chemokin)- und CX3X (δ-)-Chemokinen sind sie durch ei-
ne bzw. drei Aminosäuren voneinander getrennt. Im Gegensatz dazu gibt es bei der 
C-Familie (γ-Chemokin) nur ein konserviertes Cystein am Amino-Terminus und es 
wird auch nur eine Disulfidbrücke ausgebildet (55). Obwohl man SDF-1α als CXC-
Chemokin bezeichnet, ähnelt die Anordnung seiner Aminosäurensequenz sowohl 
CC- als auch CXC-Chemokinen (22% vs. 27% Homologie) (56). Des Weiteren fand 
man eine erstaunliche Ähnlichkeit der Homologie zwischen unterschiedlichen Spe-
zies. Die SDF-1α Sequenz unterscheidet sich zwischen Menschen und Mäusen sich 
in nur einer einzelnen Aminosäure: an Position 18 befindet sich beim Menschen Valin 
und bei der Maus Isoleucin (57). Die N-Terminale Seite des SDF-1α Proteins ist für 
die Rezeptorbindung und Aktivierung verantwortlich, wobei insbesondere die ersten 





Chemokine binden an G-Protein-gekoppelte Membranproteine mit sieben trans-
membranalen Domänen (55, 59). Lange Zeit war nur CXCR4 als SDF-1α Rezeptor 
bekannt, der wiederum als einziger Chemokinrezeptor mit SDF-1α nur einen Ligan-
den besitzt (56). Inzwischen ist mit CXCR7/RDC1/Cmkor 1 ein weiterer Rezeptor für 
SDF-1α beschrieben worden (60, 61), dessen Funktion allerdings noch nicht genau 
geklärt ist. Durch die Bindung von SDF-1α an den Rezeptor CXCR4 erfolgt eine Di-
merisierung des Rezeptors und die Aktivierung inhibitorischer G-Proteine sowie zur 
Freisetzung von Gαß Proteinen (62). Dies bewirkt die Aktivierung verschiedener 
nachgeschalteter Signaltransduktionwege. Hierbei kommt es zur Stimulation der 
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-K) und der Proteinkinase C, die über die Phosphory-
lierung von focal adhesion Proteinen die Migration von Zellen induzieren. Die SDF-
1α- vermittelte Chemotaxis, Zellproliferation und Regulation der Integrinaktivtät wird 
über die PI3-K stimulierte Aktivierung der extracellular signal regulated kinase 1 und 
2 (ERK-1 und ERK2) reguliert. Darüber hinaus zeigte sich, dass SDF-1α über die 
Bindung an den CXCR4-Rezeptor G-Protein-unabhängig den Janus-Kinase/STAT 
Signalweg und die nukleare Translokation von NF-κB stimulieren kann (62-65). Die 
Inaktivierung von CXCR4 findet nach Ligandenbindung durch Endozytose und über-
wiegenden lysosomalen Abbau des Rezeptors statt (66, 67). Die meisten sogenann-
ten inflammatorischen Chemokine werden unter pathologischen Bedingungen lokal 
von Zellen des Gewebes oder eingewanderten Leukozyten produziert (68, 69) und 
binden an die spezifischen Chemokinrezeptoren auf den Leukozyten. Die zweite 
Gruppe, die homeostatischen Chemokine, wie SDF-1α, werden dagegen konstitutiv 
exprimiert. Sie kontrollieren die Relokalisation und Rezirkulation der Leukozyten und 
beeinflussen damit das Homing, die Reifung, die Differenzierung und die Aktivierung 
der Leukozyten (70). Die SDF-1α/CXCR4-Achse übernimmt eine essentielle Rolle in 
der Zellmigration der Leukozyten während der Gewebehomöostase, Organentwick-
lung und Inflammation. Der chemotaktische Effekt auf Leukozyten bewirkt nicht nur 
eine Veränderung des Zytoskeletts der Leukozyten, sondern induziert auch die Akti-
vierung von leukozytären Integrinen, wodurch die Adhäsion an das Endothel ermög-
licht wird (71). Darüber hinaus spielt SDF-1α eine entscheidende Rolle als Homing-
Faktor von Stammzellen. Das „Homing“ beschreibt einen mehrstufigen Prozess, an-
gefangen von der Mobilisierung der Stammzellen bzw. Progenitorzellen im Kno-





bis hin zur dortigen Invasion (72, 73). Durch die Rekrutierung von Progenitorzellen 
bei Gefäßschädigungen nimmt SDF-1α eine entscheidende Rolle bei der Neoin-




Abb. 2: Mechanismen der Signaltransduktion durch SDF-1α-CXCR4 Interaktion. Nach der 
Bindung von SDF- 1α an CXCR4 kommt es zur Rezeptordimerisierung und Aktivierung von 
inhibitorischer G-Proteinen. Dies führt zur Aktivierung verschiedener Signaltransduktionswe-
ge, die eine gesteigerte Phosphorylierung von Komponenten der Focal Adhesions, der ERK-
1 und ERK-2, der PLC-γ, der PKC sowie der PI3-K zur Folge hat. SDF-1α induziert die nuk-
leäre Translokation von NF-κB und steigert die DNA-Bindungsaktivität von NF-κB. Ferner 
binden Janus Kinasen (JAKs) direkt an CXCR4 und werden durch Phosphorylierung akti-
viert. Die phosphorylierten JAKs triggern die Aktivierung und die nukleäre Translokation von 
„signal transducers and activators of transcription“ (STAT) (76)) 
 
 
1.5.2. Bedeutung von SDF-1α und dessen Rezeptor CXCR4 in der Atheroskle-
rose 
Während in normalen Arterien SDF-1α kaum exprimiert wird, ist die SDF-1α Expres-
sion in atherosklerotischen Plaques in SMCs, Endothelzellen und Makrophagen deut-
lich gesteigert (77). Ferner kommt es auch nach einem Myokardinfarkt zu einer ge-
steigerten SDF-1α Expression (78). Interessanterweise zeigte sich bei den Patienten 
mit instabiler Angina pectoris eine deutliche Reduktion der SDF-1α Konzentration im 
Plasma im Vergleich zu Patienten mit stabiler Angina pectoris oder gesunden Pro-
banden (79). Dies ging mit einer verminderten Expression von SDF-1α in Monozyten 





inflammatorischen Chemokinen, wie MCP-1 und IL8 aus mononukleären Zellen von 
Patienten mit instabiler Angina pectoris vermindert, folgerte man, dass SDF-1α einen 
antiinflammatorischen Effekt auf koronare Plaques hat (79). Bei ApoE-/- Mäusen führ-
te eine dauerhafte pharmakologische Hemmung des CXCR4 zu einer verstärkten 
Artherosklerose aufgrund einer gesteigerten Rekrutierung von neutrophilen Gra-
nulozyten in atherosklerotischen Plaques (80). Entsprechend verhinderte eine 
Neutrophilendeletion die Exazerbation der Plaques durch die Hemmung von CXCR4. 
Dies zeigte, dass die CXCR4/SDF-1α-Achse eine entscheidende Rolle in der Homö-
ostase und Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten und deren Rolle in der 
Atherogenese spielt (80). 
 
 
1.5.3. Rolle der SDF-1α/CXCR4 Achse bei der Neointimabildung 
Verschiedene Arten der Gefäßverletzung führen zu Neointimabildung, konstriktiven 
Remodelling und schrittweiser Reduktion des Gefäßlumens. Diese Gefäßwandver-
änderungen im Rahmen der akzelerierten Arteriosklerose sind durch die Akkumulati-
on neointimaler SMCs gekennzeichnet. Die durch die Gefäßverletzung hervorgerufe-
ne Apoptose der medialen SMCs korreliert mit dem Ausmaß der SMC-Rekrutierung. 
Im Tiermodell wird die SDF-1α Expression, abhängig vom Schweregrad der Gefäß-
verletzung, in medialen SMCs gesteigert (49, 50). Darüber hinaus zeigte sich, dass 
SDF-1α in atherosklerotischen Plaques und in neointimalen Läsionen nach Gefäß-
verletzung gesteigert exprimiert wird und dabei eine wichtige Rolle bei der Mobilisie-
rung und lokalen Rekrutierung von SPCs spielt (49, 53, 76). Zusätzlich gibt es Hin-
weise dafür, dass die gesteigerte Expression von SDF-1α, monocyte 
chemoattractant protein-1 (MCP-1) und vascular endothelial growth factor (VEGF) in 
der Gefäßwand mit der SPC Rekrutierung korreliert (50). Bereits einen Tag nach Ge-
fäßverletzung kommt es zu einem vorübergehenden Anstieg der Plasmakonzentrati-
on von SDF-1α. Durch die Veränderung des SDF-1α Gradienten zwischen dem Kno-
chenmark und der Zirkulation, kommt es zu einer gesteigerten Mobilisation von SPCs 
in die Zirkulation (49). Zusätzlich bindet SDF-1α an aktivierte Thrombozyten und ver-
stärkt dadurch die P-Selectin-vermittelte Bindung von SPCs an die verletzte Gefäß-





bei der Transplantatvaskulopathie. Sowohl im Tiermodell als auch in Patienten nach 
Herztransplantation konnte eine erhöhte SDF-1α Expression nachgewiesen werden. 
In experimentellen Restenose- und in Transplantatvaskulopathie-Modellen führte die 
Hemmung der SDF-1α/CXCR4 Achse zu einer Hemmung der SPC Mobilisierung und 
damit zu einer verringerten Neointimabildung (50, 53, 81). Als wichtigstes Bindeglied 
zwischen der Gefäßverletzung und der SDF-1α/CXCR4- vermittelten SPC-
Rekrutierung wurde die Apoptose der medialen SMCs unmittelbar nach der Verlet-
zung identifiziert. Man konnte zeigen, dass die SPC-vermittelte Wundheilung von der 
SDF-1α/CXCR4 Achse durch die Apoptose nach Gefäßverletzung induziert wird (53). 
Des Weiteren geht die Hemmung der Caspaseaktivität mit einer verminderten SDF-
1α Expression einher (53). Die apoptotischen SMCs setzen apoptotsiche Mikrovesi-
kel („apoptotic bodies“) frei, die die Sekretion von SDF-1α aus unverletzten medialen 
Zellen in vitro induzieren (53). Die höchste Apoptoserate und damit SDF-1α Expres-
sion wird im Vergleich mit der Karotidenligatur oder Cuff-Anlage, durch eine mecha-
nische Gefäßverletzung hervorgerufen (50). Im Ischämiemodell wird die SDF-1α Ex-
pression durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors hypoxia-inducible factor 
(HIF)-1α gesteigert und dadurch die Neoangiogenese durch Rekrutierung von EPCs 






















Abb. 3: Schematische Darstellung der SDF-1α-vermittelten Effekte auf SPCs bei der Entste-
hung neointimaler Plaques. Neben der Mobilisierung von SPCs in die Zirkulation durch er-
höhte SDF-1α Serumkonzentrationen, führt die gesteigerte neointimale SDF-1α Expression 
in der Frühphase der Neointimabildung zur Adhäsion von SPCs über Thrombozyten an der 
verletzten Gefäßwand und ist während des neointimalen Wachstums wesentlich für die Rek-






1.6. Hypoxia-inducible factor (HIF-)1α  
1.6.1. Struktur und Physiologie 
HIF-1 ist ein sauerstoffregulierter Transkriptionsfaktor, der in den meisten kernhalti-
gen Zellen durch Hypoxie aktiviert wird und eine wichtige Rolle in der Adaptation von 
Zellen, Geweben und Organismen an hypoxische Bedingungen spielt (83, 84).HIF-1 
ist ein heterodimerer Transkriptionsfaktor, der sich aus einer konstitutiv exprimierten 
β– und einer regulierten α– Untereinheit zusammensetzt. Es sind drei unterschiedli-
che α-Untereinheiten bekannt: HIF-1α, HIF-2α und HIF-3α. Die β-Untereinheit, die 
auch als Aryl hydrocarbon nuclear translocator (ARNT) bezeichnet wird, gehört zur 
Klasse der basischen helix-loop-helix (bHLH)/PAS – Proteine. Die bHLH –Domäne 
kennzeichnet eine Protein-Superfamilie eukaryotischer Transkriptionsfaktoren. Wäh-
rend die HLH-Domäne zur Regulation der Dimerisierung dient, vermittelt die basische 
Domäne die Bindung an die DNA. Die PAS-Domäne stellt einen zusätzlichen Vermitt-
ler der Dimerisierung dar (85, 86) (87). Die Regulation von HIF-1 erfolgt hauptsäch-
lich auf post-translationaler Ebene anhand der α-Untereinheit. Im Gegensatz zu HIF-
1β, das unabhängig von der Sauerstoffversorgung konstitutiv exprimiert wird, ist HIF-
1α unter normoxischen Bedingungen instabil und wird rasch an zwei Prolinresten 
hydroxiliert und nach Bindung an Ubiquitin durch das Proteasom abgebaut (83, 84, 
88-90). Ein weiterer Mechanismus zum Abbau des HIF-1α ist die sauerstoffabhängi-
ge Hydroxylierung von Asparagin an der Position 803, die eine Interaktion zwischen 
HIF-1α und dem Ko-aktivator p300 verhindert (91, 92). Da molekularer Sauerstoff für 
die Aktivität der Prolyl-4-Hydroxylasen und somit für die Hydroxilierung der Prolinres-
te essentiell ist, kann HIF-1α unter hypoxischen Bedingungen nicht abgebaut werden 
(93). Daher akkumuliert HIF-1α unter hypoxischen Bedingungen, wird phosphoryliert 
und tansloziert aufgrund zweier nuclear localization signals (NLSs) (94) in den Zell-
kern wo es mit dem konstitutiv exprimierten HIF-1β dimerisiert. Dieser Komplex bin-
det nun an Hypoxia Response Elements (HREs), die Erkennungssequenz für HIF-1, 
die sich in den Promoter- oder Enhancerregionen von hypoxieinduzierbaren Genen 
befinden (92, 95, 96). Über 70 HIF-1α-regulierte Gene konnten bisher identifiziert 
werden (97), die eine Schlüsselrolle bei verschiedenen Prozessen, wie Angiogenese, 
Energiemetabolismus, Erythropoese, Zellproliferation, Apoptosesteuerung, Gefäßre-





Bei Normoxämie können vasoaktive Substanzen, Wachstumsfaktoren, Zytokine und 
O2-Radikale zur Aktivierung von HIF-1α führen. Hier wird die HIF-Proteinbiosynthese 
sowohl auf transkriptioneller als auch auf translationaler Ebene erhöht (93, 99). Die 
nicht-hypoxischen Stimuli induzieren entweder die HIF-1α Gentranskription durch 
Stimulierung des diacylglycerol-sensitive Proteinkinase C (PKC)-Signalweges (93, 
99) oder die HIF-1 Translation durch die Aktivierung des Phosphoinositol 3-Kinase 
(PI3K)/mTOR-Signalweges (93, 99-101). Proinflammatorische Zytokine, wie Interleu-
kin-1β (IL-1β), erhöhen die Expression von HIF-1α Proteinebene und die DNA-
Bindungsaktivität von HIF-1. Dagegen kommt es durch den tumor necrosis faktor-α 
(TNF-α) nur zu einer vermehrten HIF-1-DNA-Bindung (102). Vasoaktive Peptide, wie 
Thrombin (103, 104) oder Angiotensin II (99, 103, 104), und Wachstumsfaktoren, wie 
PDGF-AB (103, 104) oder insulin-like growth factor-1/2 (IGF-1 und IGF-2) (105), füh-
ren in VSMCs zu einem Anstieg der HIF-1 Proteinmenge.  
 
 
Abb. 4. Sauerstoff-abhängige und –unabhängige Regulation von HIF-1. Unter nicht-
hypoxischen Bedingungen wird HIF-1α durch die PHD2 hydroxyliert, durch pVHL Komplex 
ubiquitinyliert und über Proteasomen abgebaut. Im Gegensatz dazu wird HIF-1α unter hypo-
xischen Bedingungen durch die fehlende Hydroxylierung stabilisiert und vermindert abge-
baut. Nach nukleärer Translokation von HIF-1 kommt es zur transkriptionellen Aktivierung 
der HIF-1α-Zielgene. Nicht-hypoxische Stimuli induzieren die HIF-1α Gentranskription durch 
Stimulierung der PKC, während der HIF-1 Translation durch die Aktivierung des PI3K-
Signalwegs bedingt ist. In beiden Fällen erhöht sich die HIF-1 Proteinmenge und dadurch die 





1.6.2. Bedeutung von HIF-1α bei atherosklerotischen Erkrankungen  
HIF-1α wird in atherosklerotischen Läsionen von Menschen und Mäusen exprimiert 
(106). In humanen Endarteriektomieproben fand man eine Akkumulation von HIF-1α 
häufig in Makrophagen, aber auch in etwas geringeren Häufigkeit in SMCs (106). Ei-
ne Hemmung der HIF-1α Aktivierung verringert die Bildung lipidbeladener Makro-
phagen (107). Des Weiteren konnte man zeigen, dass die Deletion von HIF-1α in 
myeloischen Zellen von Mäusen einen positiven Effekt auf die Artheroskleroseent-
stehung hat(108). Der Knock-out von HIF-1α in myeloischen Zellen von Mäusen führ-
te zu einer verminderten kutanen Inflammation, was auf eine verminderte Monozy-
teninfiltration zurückzuführen ist (108). HIF-1α moduliert ebenfalls die Lymphozyten- 
Zytokin- Zusammensetzung in atherosklerotischen Läsionen. Wird HIF-1α in T-
Lymphozyten übermäßig exprimiert, führt das zu einer verminderten Interferon-γ 
(TH1) und erhöhten IL-10 (Th2) Expression, was zu einer Verringerung der Größe 
der atheroslerotischen Läsion und ihres Lipidkerns führt (109). Bei einer hypoxischen 
Aktivierung von HIF-1α wird die β2-Integrinexpression, v.a. CD18, hochreguliert und 
dadurch zu einer vermehrten Extravasation (110). Sowohl die hypoxie- als auch die 
durch reactive oxygen species (ROS)- vermittelte HIF-1α Aktivierung, vermittelt in 
SMCs eine vermehrte Proliferation und Migration. Die dadurch resultierende Zunah-
me der Dicke der fibrösen Kappe über der atherosklerotischen Läsion trägt möglich-
erweise zu einer erhöhten Stabilität der Läsion bei (111). 
 
 
1.6.3. Rolle von HIF-1α bei der Neointimabildung  
Im Bereich des vaskulären Remodellings wurde HIF-1α  als ein entscheidender Me-
diator bei der Neubildung von Blutgefäßen aus zirkulierenden Progenitorzellen (Vas-
kulogenese), bei der Ausbreitung bestehender Gefäßsysteme (Angiogenese), bei der 
Entwicklung von Arterien sowie bei Umbauvorgängen in Arterien, wie man sie bei der 
pulmonalen Hypertonie findet, beschrieben (112). HIF-1α induziert eine große Anzahl 
proangiogenetischer Faktoren, die am vaskulären Remodelling beteiligt sind. Darun-
ter ist VEGF als entscheidender Regulator der physiologischen Angiogenese der 
Wichtigste (113-117). HIF-1α-defiziente (Hif1α-/-) Mäuse sind nicht überlebensfähig 





giogenese und der Vaskulogenese auf (118, 119). Darüber hinaus scheint auch eine 
durch HIF-1α gesteigerte Expression des VEGF-Rezeptors-1 auf mesenchymalen 
Zellen aus dem Knochenmark die Vaskulogenese durch eine vermehrte Rekrutierung 
dieser Zellen zu verstärken (112, 120). In HIF1α+/- Mäusen mit pulmonaler Hyperto-
nie zeigte sich ferner eine verminderte Verdickung der Gefäßwand, wie sie sonst für 
diese Form des vaskulären Remodellings charakteristisch ist (121). Entsprechend 
findet man in Arterien von Ratten mit experimentell-induzierter systemischer arteriel-
ler Hypertonie eine transient gesteigerte HIF-1α Expression, die mit einer Mediahy-
pertrophie und vermehrten Neoangiogenese assoziiert ist (122). Nach einer mecha-
nischen Gefäßverletzung kommt es zu einem frühen Anstieg der HIF-1α mRNA Ex-
pression sowie einem kontinuierlichen Anstieg der HIF-1α Proteinmenge (123). Man 
vermutet dass es sich hierbei um eine nicht-hypoxische, transkriptionelle Regulation 
von HIF-1α handelt, die möglicherweise auf einer PKC Aktivierung beruht. Es wurde 
gezeigt, dass nach endothelialer Denudation der intrazelluläre PKC-Signalweg inner-
halb von 30 Min. aktiviert wird und die neointimale Hyperplasie beeinflusst (123, 
124). Der PI3K Signaltransduktionsweg wird ebenfalls nach einer Gefäßverletzung 
aktiviert, was den kontinuierlichen Anstieg der HIF-1α Proteinmenge erklären könnte, 
der auf eine PI3K- vermittelte translationale Regulation beruhen könnte (84). Man 
fand ebenfalls eine konstante Erhöhung der HIF-1α Expression im neointimalen 
SMCs nach Gefäßverletzung. HIF-1α war sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern 
der neointimalen und luminalen Zellen nachweisbar. Diese nukleare Translokation 
von HIF-1α ist die Voraussetzung für die Bindung an spezifische Promotersequenzen 
und der gesteigertem Expression der entsprechenden Zielgene (112), wie z.B. PDGF 
oder VEGF, die bei der Neointimabildung eine Rolle spielen. Neben den möglichen 
intrazellulären Regulationsmechanismen der HIF-1α Expression könnten auf extra-
zellulärer Ebene Wachstumsfaktoren und Zytokine eine wichtige Rolle spielen. Un-
mittelbar nach einer endothelialen Denudation kommt es zu einer Aktivierung des 
Gerinnungssystems, zur Aggregation von aktivierten Thrombozyten und zur Infiltrati-
on mit Leukozyten, wodurch lokal in die Gefäßwand Thrombin, PDGF, TGF, EGF 
sowie IL-1β und TNF-α freigesetzt wird (28, 125). Die Gegebenheit, dass Thrombin 
(126) und PDGF-AB (127) bei den Reparaturvorgängen nach Gefäßverletzung eine 
wichtige Rolle spielen, könnte auf eine zentrale Rolle von HIF-1α im Rahmen der 





Rattenmodell eine deutlich erhöhte Expression und Phosphorylierung des PDGF-β 
Rezeptors, assoziiert mit der Aktivierung der PI3-Kinase, auftritt (28, 128). Des Wei-
teren induziert HIF-1α nach einer Gefäßverletzung eine Hochregulation von CXCL12 
in SMCs, was zu einem vermehrten Rekrutierung von Knochenmarkzellen in das 




1.7. Lysophosphatidsäuren (LPAs) 
1.7.1. Struktur und Physiologie 
Die Lysophosphatidsäure (LPA) ist ein relativ einfach strukturiertes Lipid, das aus ei-
nem Glycerolgerüst mit einer freien Phosphatgruppe an der C1-Position und einem 
Fettsäurerest an der C2 oder C3-Position besteht. Der Fettsäurerest kann in der 
Länge und Zahl der ungesättigten Kohlenstoffbindungen variieren. Diese Variabilität 
in der Art der Fettsäure und die Form der Bindung an die Glycerolgruppe können ei-
nen entscheidenden Einfluss auf die biologische Aktivität und Wirkung haben. LPA ist 







Abb. 5: Strukturformel verschiedener LPA-Derivate und seiner Strukturanaloga. A-K Chemi-
sche Struktur der wichtigsten Fettsäuren, die über das C1- oder C2-Atom an LPA gebunden 
sind. L: Strukturformel der LPA-Analoga Alkyl-Glycerophosphat (GP) und Alkenyl-GP.(131) 
 
 
LPA wird auf unterschiedlichen Wegen synthetisiert (Abb. 6). Man kann hierbei zwi-
schen Synthesewegen des intrazellulären Fettstoffwechsels und Synthesewegen der 
LPA-Produktion, die v.a. nach Zellstimulation bedeutsam sind, unterscheiden. Im 
Rahmen des intrazellulären Fettstoffwechsels ist LPA ein wichtiges Zwischenprodukt 
bei der Synthese von Phophatidsäure(PA). LPA entsteht aus Glycerol-3-Phosphat 
(G3P) und acyl-CoA durch die Glycerophosphat-Acyltransferase sowie aus Mo-
noacylglycerol (MAG) durch die Monoacylglycerolkinase. Diese Schritte laufen v.a. in 
den Mitochondrien und Mikrosomen ab (132, 133). Nach Zellstimulation lassen sich 
drei Wege der LPA-Bildung unterscheiden: Die thrombozytäre, membranassoziierte 
LPA-Synthese, die LPA Synthese aus membranständiger Phosphatidsäure (PA) und 
die LPA-Synthese mittels in Plasma vorhandener Lysophospholipase D. Aktivierte 
Thrombozyten setzten Lysophosphatidylcholin (LPC) frei, das durch eine plasma-
ständige Lysophospholipase D (Lyso-PLD, Autotaxin) zu LPA katalysiert wird (134, 
135). Etwa die Hälfte der im Serum vorhandenen LPA-Menge entsteht plättchenab-
hängig (134). Beim zweiten Syntheseweg hydrolysiert eine nicht-pankreatische, sek-
retorische Phospholipase A2 (sPLA2oderTyp II PLA2) Phospholipide von Mikrovesi-
keln, wobei aus oberflächig angehäufter Phosphatidsäure (PA) LPA entsteht. Solche 
Mikrovesikel werden u.a. von Blutzellen unter dem Einfluss inflammatorischer Stimuli 
(»Streßreize«) abgeschnürt (136). Beim dritten Syntheseweg wird aus zirkulierendem 
Lysophosphatidylcholin (LPC) mit Hilfe von Lysophospholipase D LPA gebildet. LPA 
bindet an drei endothelial differentiation gene (EDG)- G-Protein gekoppelte Rezepto-
ren , LPA1, LPA2 und LPA3.(137), sowie an drei Rezeptoren, LPA4-6, die eher ver-
wandt mit puriergen G-Protein gekoppelten Rezeptoren sind (137-139). Zusätzlich zu 
den GPCRs, scheint besonders in Makrophagen und VSMCs, ein Teil der LPA-
Wirkung durch die Aktivierung des nuklearen Rezeptor PPARγ vermittelt zu sein 
(140, 141). Bezüglich des Abbaus von LPAs sind gegenwärtig drei verschiedene 
Wege bekannt. Durch die Lipidphosphat Phosphohydrolasen(LPP) werden LPAs und 
PA dephosphoriliert (142-144). Die LPA-Acetyltransferase wandelt durch die Über-





der LPA-Inaktivierung sind Lysophospholipasen anzusehen, welche durch Abspal-
tung der Acyl-Gruppe LPA zu Glycerol-3-Phosphat abbauen (146). 
Nachdem LPA lange nur als Vorläufer der Phopholipidbiosynthese in eukaryotischen 
und prokaryotischen Zellen bekannt war, zeigte sich das LPA ein intrazelluläres Sig-
nalmolekül ist, das schnell aus aktivierten Zellen, wie zum Beispiel Thrombozyten,  
freigesetzte wird und die Zielzelle via Rezeptoren auf der Zelloberfläche beeinflusst 
(147). LPA ist ein wichtiger Mediator für die Wundheilung und Regeneration von Ge-
weben und wirkt als autokriner Stimulator der Thrombozytenaggregation (148). Dar-
über hinaus scheint es eine wichtige Rolle in der Tumorbiologie (149) sowie bei der 




Abb. 6: Verschiedene Stoffwechselwege für die Bildung von extrazellulärem LPA. (1) Etwa 
die Hälfte des LPA im Serum wird über die Bildung von LPL aus Phospholipden der Memb-
ran von aktivierten Thrombozyten durch lösliche Phosholipasen vermittelt mit der nachfol-
genden Umwandlung in LPA durch lysoPLD. (2) Die nicht zellvermittelte LPA-Synthese führt 
im Serum auch über lysoPLD. (3) LPA kann auch aus Phosphatidsäure (PA) der Zellmemb-
ran durch lösliche Phospholipasen gebildet werden.(151) 
 
 
1.7.2. Bedeutung der LPA bei atherosklerotischen Erkrankungen 
LPA ist eine aktiver Bestandteil von mildly-oxidized LDL Partikeln und ist in der Lip-
idkernregion menschlicher Atheroskleroseplaques vermehrt zu finden (5, 8, 152-155). 
Darüber hinaus regt LPA die Aktivierung von Endothelzellen und Plättchen an 
(155).In vitro konnte man zeigen dass LPA NF-kB aktiviert und die Adhesion von 





schieht durch die vermehrte Freisetzung von Adhesionsmolekülen und Chemokinen 
wie intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), E-Selektin und vascular cell adhesi-
on molecule-1 (VCAM-1) (156-159). Die LPA induzierte endotheliale ICAM-1 Expres-
sion wird durch den LPA1 –Rezeptor vermittelt. Über die Rezeptoren LPA1 und LPA3 
kommt es zu einer Freisetzung von monocyte chemotactic protein-1(MCP-1), durch 
LPA stimulierte Endothelzellen (158, 160). In Mäuse Karotiden konnte nachgewiesen 
werden, dass die atherogene Monozytenadhesion unter Flussbedingungen primär 
durch das CXC Chemokin CXCL1 vermittelt wird (161, 162). CXCL1 ist in intrazellu-
lären Vesikeln der Endothelzellen gespeichert (163). Diese LDL-induzierte Sekretion 
von endothelialen CXCL1 wird durch ungesättigte LPA- Arten vermittelt und bedarf 
die Aktivität von ATX (Autotaxin) (164). Dieser sekretorische Effekt der LPA, wird 
durch die LPA½ induzierte Aktivierung der Rho-assoziierten-Doppelhelix-
Proteinkinase vermittelt. Die Aktivierung von NF-kB durch ungesättigte Fettsäuren 
induziert jedoch die transkriptionale Hochregulierung von CXCL1 in Endothelzellen, 
was auf eine biphasische Antwort hinweist (164). Dieser Vorgang von LPA auf 
CXCL1 ist wesentlich für die Förderung der Rekrutierung atherogener Monozyten 
und der Entstehung von Atherosklerose in vivo. Die Hyperlipidämie-induzierte Mo-
nozyten Adhäsion an der Gefäßwand von Karotiden wird durch die pharmakologi-
sche Hemmung von LPA1/3 fast komplett aufgehoben, was darauf hinweist das LPA 
ein wichtiger Mediator des pro-atherogenen Effekts von ox-LDL ist (164). Diese redu-
zierte Monozyten Rekrutierung könnte die Hemmung der Atherogenese erklären die 
durch die Blockierung von LPA1/3 Rezeptoren zu sehen ist (164). Humane Monozyten 
und Makrophagen exprimieren primär LPA1 und LPA2. Man konnte zeigen das LPA 
die Wirkung von MM-LDL auf die Monozytenaktivierung durch LPA1 vermittelt. Diese 
Ergebnisse stimmen auch mit den Resultaten überein, dass LPA die Expression vom 
proatherogenen Zytokin IL-1β in einer GPCR-abhängigen Weise in einer Mäusemak-
rophagen Zelllinie auslöst (165). Darüber hinaus, erhöht LPA die Aufnahme von ox-
LDL in Monozyten/Makrophagen (165, 166). 
SMCs akkumulieren in fortgeschrittenen atherosklerotischen Plaques, und die 
Apoptose von SMCs ist assoziiert mit der akzelerierten Arteriosklerose. Die exazer-
bierte Proliferation von SMCs und die Konversion zu einem pro-inflammatorischen 
SMC- Phenotyp könnte jedoch die Progression der Atherosklerose durch eine ge-





Proliferation von angezüchteten SMCs und trägt mit großer Wahrscheinlichkeit zur 
ox-LDL induzierten SMC Proliferation bei (168-171). LPA vermittelt die MM-LDL in-
duzierte Expression von CCL20 in SMC durch LPA-Rezeptoren, die von athero-
sklerotischen Plaques ausgeschieden werden und im Kreislauf von Patienten mit Hy-
perlipidämie erhöht sind (172). Die funktionelle Rolle von LPA induziertem CCL20 
muss jedoch noch bestimmt werden. Der tissue factor (TF) ist eine entscheidende 
Determinante der Thrombogenität von atherosklerotischen Plaques. LPA reguliert die 
TF Expression in SMC durch G1-Proten-vermittelete Aktivierung von ERK1/2 nach 
oben (173). Des Weiteren induziert LPA die proatherogenen Faktoren CCL2 (MCP-1) 
und IL6 in humanen vaskulären SMCs in vitro (174).  
 
 
1.7.3. Rolle der LPA bei der Neointimabildung 
Ein entscheidender Teil der Neointimabildung nach Gefäßverletzung ist die Migration 
und Proliferation von medialen und vaskulären SMCs (175). 
In Vitro konnte man zeigen, dass LPA über die Aktivierung des LPA1 Rezeptors und 
Gi/q Proteinen die Proliferation von SMCs stimuliert. Diese Aktivierung schließt eben-
falls PKC, ERK1/2, den PI3K/PKB (Akt) Signalweg und die MAPK Kaskade mit ein 
(168, 170, 176, 177). Durch die Aktivierung des p38MPAK Signaltransduktionsweg 
stimuliert LPA über den Gi/q-Protein gekoppelten Rezeptor LPA1 die Migration vasku-
lärer SMCs (170, 171). In VSMCs aus der Rattenaorta konnte eine spezifische Aktivi-
tät von ungesättigten LPAs auf das Differenzierungsverhalten in vitro nachgewiesen 
werden. Die ungesättigten LPAs (16:1,18:1 und 18:2) induzieren im Gegensatz zu 
gesättigten LPAs die Dedifferenzierung von VSMCs durch eine Aktivierung der ERK 
und der p38MAPK, ähnlich wie durch PDGF-BB und EGF. Diese Entdifferenzierung 
wird als entscheidender Faktor für vaskuläre Wundheilung und Neointimabildung ge-
wertet (178). 
Um die Rolle von LPAs beim vascular remodelling in vivo zu untersuchen, wurden 
unverletzte Karotiden (CCA) von Ratten kurzzeitig mit gesättigten und ungesättigten 
LPAs inkubiert (141, 179). Nur nach Inkubation von ungesättigten LPA-Derivaten wie 
LPA 20:4 und LPA 1-AGP fand man bereits nach wenigen Wochen eine neointimale 
Hyperplasie (141).Dagegen hatten gesättigte LPA-Derivate, wie LPA 18:0, keinen 





sistoxin und eines kombinierten LPA1- und LPA3-Rezeptorantagonisten kam es zu 
einer ca. 50%-igen Reduktion der LPA 20:4-induzierten Neointima. Durch die Hem-
mung der LPA 18:1 (ungesättigte LPA) induzierten ERK und p38MAPK Aktivierung 
konnte man die Neointimabildung unterbinden (179).Sowohl im Tiermodell mit Mäu-
sen mit einem PPARγ- Mangel in den vaskulären Zellen, als auch durch die Behand-
lung mit einem PPARγ- Antagonisten konnte die durch LPA 20:4 und 1-AGP vermit-
telte Neointimabildung vermindert werden (141). Allerdings wurde nach einer mecha-
nischen Gefäßverletzung sowohl im Tiermodell als auch im Menschen eine Redukti-
on der Neointima durch PPAR-γ Agonisten beschrieben (180-182), so dass unklar 
bleibt ob der PPAR-γ Signaltransduktionsweg tatsächlich die Effekte von ungesättig-
ten LPAs nach Gefäßverletzung vermittelt. Nachdem man bei LPA1 und LPA2 –
defizienten Mäusen nach Ligatur der Karotis keine Neointima fand, zeigte sich bei 
LPA-/- Mäusen eine gesteigerte Bildung einer neointimalen Hyperplasie. Diese Er-
gebnisse lassen vermuten, dass die LPA Rezeptoren aus der edge-Familie eine 
wichtige Rolle bei der Gefäßreparatur spielen (183). In vitro fand man, dass ungesät-
tigte LPAs die Expression von SDF-1 induzieren. Blockierte man die Rezeptoren 
LPA1 und LPA2 durch den Rezeptorantagonist Ki16425 wurde die Expression von 
SDF-1 gehemmt (83). Es konnten nun auch Derivate der Lysophosphatidsäure iden-
tifiziert werden, die eine gesteigerte HIF-1α Expression hervorrufen (184). Ungesät-
tigte LPA induziert die Expression von HIF-1α in verschiedenen Tumorzellinien durch 
Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signaltransduktionsweges (184) und von SDF-1α in 
mesenchymalen Stammzellen (83, 184). In vivo konnte bereits gezeigt werden, dass 
LPA durch eine vermehrte HIF-1α Expression die Metastasierung von Ovarialkarzi-




Verschiedene Studien konnten zeigen, dass die SDF-1α/CXCR4-Achse die Neoin-
timabildung nach mechanischer Gefäßverletzung reguliert. Dies geschieht über die 
Mobilisation und die Rekrutierung von Vorläuferzellen glatter Muskelzellen (smooth 
muscle progenitor cells/ SPCs). Es ist bekannt, dass die Apoptose der SMCs nach 
Gefäßverletzung wesentlich für die gesteigerte SDF-1α Expression in der Gefäß-





(„apoptotic bodies“) frei, die nicht nur die SDF-1α Expression induzieren sondern 
auch als Quelle für Vorstufen von LPA dienen könnten. In mehreren Studien konnte 
man zeigen, dass die Inkubation von Rattenkarotiden mit ungesättigten LPA Deriva-
ten zu einer neointimalen Hyperplasie führt. Obwohl man in vitro zeigen konnte, dass 
LPA als ein mitogener Wachstumsfaktor für SMCs fungieren kann, ist der exakte 
Prozess der LPA induzierten Neointimabildung noch nicht geklärt. Da man in vitro 
zeigen konnte, dass LPA die Expression von SDF-1α induzieren kann und bestimmte 
LPA Derivate eine gesteigerte HIF-1 Expression hervorrufen könnte die LPA indu-
zierte Neointimabildung mit einer SDF-1α und HIF-1α Expression zusammenhängen. 
Daher wurde in dieser Arbeit untersucht ob gesättigte und ungesättigte Lyso-
phophatidsäuren nach Inkubation eine neointimale Hyperplasie im Mausmodell indu-
zieren können. Des Weiteren wurde geprüft, ob diese Neointimabildug mit der Ex-
pression von SDF-1α und HIF-1α assoziiert ist und mit einer verstärkten Mobilisation 
von SPCs im peripheren Blut einhergeht. 
Material und Methoden 
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2. Material und Methoden 
2.1. Antikörper, Reagenzien und Materialien 
2.1.1. Antikörper 
Anti-α-smooth-muscle Aktin, monoklonaler AK, Klon 1A4, Klasse IgG2a Kappa, herge-
stellt in Maus, Fa. Dako, Hamburg, Deutschland 
Anti-Maus-Mac-2, monoklonaler AK, Klon M3/38, Klasse IgG2a, Spezie Ratte, Fa. Ce-
darlane, Burlington, Ontario, Kanada 
Monoklonaler Antikörper Human/Maus anti-CXCL 12/SDF-1α, R&D  
Polyklonaler Antikörper Kaninchen anti-HIF-1α, Novus Biologicals  
Biotinylierter Anti-Ratte-IgG (H+L), Klasse IgG, hergestellt in Hase, Fa. Vector Laborato-
ries, Burlingame, CA, U.S.A 
Biotinylierter Anti-Ziege-IgG, Klasse IgG, hergestellt in Hase, Fa. Santa Cruz Biotechno-
logy, CA, U.S.A. 
Biotinylierter Anti-Kaninchen-IgG, Klasse IgG, hergestellt in Schaf, Fa. Serotec, NC, 
U.S.A 
Normal Kaninchen-IgG AK, Klasse IgG, negative Kontrolle, Fa. Santa Cruz Biotechnolo-
gy, CA, U.S.A. 
Anti-Maus/anti- Kaninchen Ig, Peroxidase Mikroplymergekoppelt (ImmPRESS™),Vector 
Laboratories 
Anti-Kaninchen IgG-biotingekoppelt, hergestellt in Schaf, Serotec GmbH 
Biotin-konjugierter Maus Lineage Panel, Klasse IgG, Fa. BD Pharmingen, Cat. 559971 
R-Phycoerythrin-konjugierter Ratte-anti-Maus Ly-6A/E (Sca-1) monoklonaler AK, Klasse 




Alcian blau 8 GX, Sigma A5628  
Alkohol 70%, 96%, 100%, Apotheke Innenstadt Universität München 
Antisedan-Injektionslösung, Pfizer GmbH 




Augensalbe (Bepanthen®- Augen- und Nasensalbe), Roche Consumer Health GmbH 
BD-FACSFlow, BD-Biosciencies 
BD FACS-Lysing Solution 10x, BD-Biosciencies 
Bovine Serum Albumine, Fraktion V>96%, Sigma 
Brilliant-Crocein Scarlet Fluka, 27970,C.I. 27290 
Cutasept F 
DAB Substrate Kit Peroxidase SK 4100, Vector Labs 
Di-Natriumhydrogenphosphat-Heptahydrat, Roth 
Dormitor-Injektionslösung, Pfizer GmbH 
Eisen(III)-Chlorid Merck, 8.03945.0500 
Essigsäure 100%, Merk GmbH 
Ethanol 100%, 96%, 70%, Apotheke Innenstadt Uni-München 
FITC-Streptavidin (Vector Labs)  
Impress Universal Reagent Peroxidase MP 7500 
Iod, Sigma 
Hämalaunlösung 
Hämatoxylin Sigma, H3136 
Hämolysepuffer (BD FACS™Lysing Solution), Becton Dickinson GmbH 
Heparin-Natrium 25000 I.E. Fa. Braun 
Kaliumcarbonat, Merck 
Kaliumhydrogenphosphat, Roth GmbH 
Kaliumiodid, Sigma 
Ketavet-Injektionslösung, Pharmacia & Upjohn 
LPA Derivat 20:4 (1-Arachidonoyl-2-Hydroxy-sn-Glycero-3-Phosphate), Avanti Polar Lip-
ids 
LPA-Derivat 18:0 (1-Acyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphate), Avanti, Polar Lipids, 
LPA-Derivat 1-AGP(D(+)sn-1-O-oleyl-glyceryl-3-posphate (1AGP),Echelon  








Paraformaldehyd, reinst, Roth GmbH 
Pferdeserum, Vector Laboratories 
Phosphorwolframsäure Hydrat, Sigma 
Proteinase K, Sigma 
Rabbitserum C12SA, Serotec 
Saffron du Gatinais, Sigma S8381, C.I. 75100 
Salzsäure, Sigma 
Säurefuchsin Merck, 105231 
Säure-Hämalaunlösung, nach P.Mayer, Apotheke Innenstadt Uni-München 
Schafsserum, Serotec GmbH 
Tri-natriumcitrat, Roth GmbH 
TRIS-HCl, Sigma 
Tween 20, P-7949, Sigma 
Vectashield-Einschlusslösung, Vector Labs 
Vecta Mount-Einschlusslösung 
Wasserstoffperoxid, reinst, Apotheke Innenstadt Uni-München 




10 mM PBS (phosphatgepufferte Kochsalzlösung) (pH=7,0-7,6): 
7,4 g Dinatriumhydrogenphosphat 
36 g Natriumchlorid 
2,1 g Kaliumhydrogenphosphat 
5000 ml Aqua dest. 
 
4% Paraformaldehyd-Lösung (pH=7,4 - 8,0): 
16 g Paraformaldehyd 
200 ml Aqua dest. 




Leicht aufwärmen und ca. 6 ml Natriumhydroxid zum Auflösen da-
zugeben, 
pH=7,4-8,0 Wert Einstellung mit Salzsäure 
200 ml zweifach PBS 
Filtrieren 
 
10 mM Citratpuffer 0,05% Tween 20 (pH=6): 
2,94 g Tri-natriumcitrat 
2000 ml Aqua dest. 
pH=6 Wert Einstellung mit Salzsäure 
0,5 ml Tween 20 
 
0,1% Proteinase K Aufschlusspuffer: 
0,1 g Proteinase K 
100 ml Aqua dest. 
 
3%-ige Essigsäure: 
97 ml Aqua dest. 
3 ml Essigsäure100% 
 
1%-ige Essigsäure: 
99 ml Aqua dest. 
1 ml Essigsäure100% 
 
Waschpuffer - 0,5% BSA: 
0,5 g BSA 










Brutschrank (Regler RD2), WTB Binder 
CCD-Kamera, (KY-F75U, C-Mount), JVC 
Dissektionsmikroskop, (KL 1500 LCD), Carl Zeiss 
Durchlicht-Mikroskop (Leica DMRBE), Leica 
Einbettautomat (Shandon Pathcentre®), Thermo Electron GmbH 
FACScalibur-Gerät, Becton Dickinson GmbH 
Paraffinspendeautomat (Microm EC 350 Paraffin Embedding Center), Microm Internati-
onal GmbH 
Rotationsmikrotom, Microm HM 360, Microm International GmbH 
Thermoplatte (Tempcontrol 37 analog), Carl Zeiss  
Thermoschüttler (Thermomixer comfort), Eppendorf 
Thermostat WTB Binder 
Vortex-Genie Bender & Hobein AG 
Waage Adventurer™, Ohaus GmbH 
Watt-Mikrowelle (Severin 700), Severin 
Zentrifuge Rotina 48 R, Hettich 
 
2.1.5. Verbrauchsmaterialien 
Augenschere (Nachstarschere Vannas, 85mm), Aesculap 
Chirurgischer Faden (Seraflex EP2, (3/0), Serag Wiessner 
Deckgläschen 18x18mm, Fa. Menzel-Gläser 
Einbettkasetten, Sanowa Laborprodukte GmbH 
Falcon Rundboden-Röhrchen 5 ml, BD Biosciencies 
Filter (110mm), Sartorius Biotech GmbH 
Filterpapier, Schleicher & Schnell BioScience 
Heparinisierte Einmal-Kapillarpipetten, Hirschmann Laborgeräte GmbH 
Katheter (rat intrathecal Katheter), Alzet  




Mikropinzette (Uhrmacher Typ, 0,2 mm, gebogen), Aesculap 
Pippetenspitzen ep T.I.P.S. Standard 0,1-10µl, 20-300µl, 50-1000µl, Eppendorf  
Polyethylenschlauch (0,28 x 0,16mm), VWR 
Reagiergefäß Easycap 1,5ml, Sarstedt 
Reagiergefäß Safe-lock Tube 0,5 ml, Eppendorf 
Rotilabo®-Universal-Indikatorpapier Typ Eco, Roth 
SuperFrost plus Gold Objekträger, Fa. Menzel-Gläser 
Tesa-Film, Tesa AG 
Wundklammern (Michel Wundklammern 7,5 x 1,75 mm), Aesculap 
 
2.2. Versuchsablauf 
Der Versuchsablauf wird in Abbildung 7 zusammengefasst. Die Methodik der einzelnen 
Untersuchungen wird in den nachfolgenden Kapiteln im Detail erläutert.  
 
Abb. 7: Versuchsablauf 
OP/ Tag 0:
Blutabnahme prä-OP/ FACS-Messung + 







Euthanasierung der Versuchstiere und 
Entnahme der CCAs zur weitere 
Untersuchung




2.3. Mäusestämme und Tierhaltung  
In der vorliegenden Arbeit wurden C57BL/6 Wildtypmäuse (Charles River, Sulzfeld) im 
Alter von 8-10 Wochen mit einem Gewicht von 18-21g verwendet. Die Aufstallung der 
Mäuse sowie die Operationen und Organentnahmen erfolgten in der Zentralen Ver-
suchstierhaltung (ZVH) der LMU München (Standort Innenstadt, Nußbaumstr. 20, 80336 
München). Die Mäuse wurden in isoliert ventilierten Käfigen (IVC Typ 2 long, max 5 
Mäuse) mit einem 12-stündigen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten. Die Temperatur betrug 
20-22° bei einer Luftfeuchtigkeit von 50-60%. Es erfolgten tägliche Kontrollen der Was-
ser und Futterversorgung. Der Zustand der Tiere und die Sauberkeit der Käfige wurden 
ebenfalls alle 24h überprüft. Die Käfige wurden darüber hinaus mindestens zweimal pro 
Woche autoklaviert und die Streu gewechselt. Vor dem Experimentbeginn waren die 
Mäuse zur Akklimatisierung mindestens 10 Tage im Tierstall. Ab Versuchsbeginn wurde 
das jeweilige Tier bis zum Versuchsende in Einzelkäfigen gehalten. Das Tierversuchs-
vorhaben wurde bei der Regierung von Oberbayern angemeldet und gemäß §8 des 
deutschen Tierschutzgesetztes genehmigt. Zur Gesundheitskontrolle wurden gemäß 
den FELASA-Guidelines regelmäßige serologische, bakteriologische und parasitologi-
sche Untersuchungen durchgeführt. 
 
2.4. Anästhesie der Versuchstiere 
Die Anästhesie der Versuchstiere erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von 
0,3mg/kg Medetomidin Hydrochlorid (Dormitor®) und 0,6mg/kg Ketamin Hydrochlorid 
(Ketavet®). Nach dem Eingriff erhielten die Mäuse ggf. 0,2mg/kg Atipamezol Hydrochlo-
rid (Antisedan®) zur Antagonisierung der Anästhetika. 
 
 
2.5. Intraluminale Applikation von Lysophophatidsäure (LPA) 
Nach der Narkotisierung wurden die Augen mit Bepanthen® Augensalbe vor dem Aus-
trocknen geschützt und die Tiere auf einer Thermoplatte mittels Fixierung der vier Ext-




remitäten durch Klebestreifen positioniert. Das Operationsgebiet wurde daraufhin rasiert 
und desinfiziert. Nach der Hautinzision am Hals in der Medianlinie wurde die linke Karo-
tisbifurkation freipräpariert und ein dünner Faden um die A. carotis interna (ICA) und die 
A. carotis communis (CCA) gelegt, um eine vorübergehende Unterbrechung der Perfu-
sion zu ermöglichen. Die linke A. carotis externa (ECA) wurde distal mit einem Faden 
abgebunden. Etwas weiter kaudal erfolgte eine Arteriotomie über die ein Polyethylenka-
theter in die ECA eingeführt und fixiert wurde (Abb. 8). Dabei wurde darauf geachtet 
dass der Katheter keinerlei Berührungspunkte mit der CCA hat. Während die Perfusion 
der CAA weiter unterbunden war, wurde 100µl LPA 20:4 (40µM), 1-AGP (40µM), 
LPA18:0 (40µM) oder PBS Lösung über den gelegten Katheter intraluminal injiziert und 
das Gefäß 30 min. damit inkubiert. Nach dem Absaugen der Lösung und der Entfernung 
des Katheters wurde die Arteriotomie durch Ligatur der ECA verschlossen und der Blut-
fluss in der CCA wiederhergestellt. Der Wunde wurde durch Wundklammern verschlos-
sen (141). Die gesamte Operation erfolgte unter einem Auflichtmikroskop. 
 
Abb. 8: Darstellung der intraluminalen Inkubation der A. carotis communis (CCA) durch einen 
PE-Katheter (0.16mm). Zunächst wurde die A. carotis externa (ECA) ligiert und anschließend 
die CCA und die A. carotis interna (ICA) mittels eines Fadens vorübergehend abgebunden. 
Durch eine kleine Arteriotomie kaudal der ECA-Ligatur wurde der PE-Katheter in die A. carotis 
externa eingeführt und die A.carotis communis mit LPA/PBS inkubiert. Nach Entfernung der In-




kubationslösung und des PE-Katheters wurde die ECA durch eine kaudale zweite Ligatur ver-
schlossen und der Blutfluss über die CCA in die ICA wiederhergestellt (141).  
 
 
2.6. Messung der SPCs im Vollblut 
Der Nachweis der SPC-Mobilisierung nach LPA Inkubation erfolgte mittels Durchflusszy-
tometrie. 
 
2.6.1. Durchflusszytometrie (Fluorescence- Activated Cell Sorting, FACS®) 
Bei der Zellanalyse mittels Durchflusszytometrie werden suspensierte Einzelzellen an 
einem fokussierten Lichtstrahl (Laser) vorbeigeführt. Dabei senden die Zellen in Abhän-
gigkeit ihrer Größe, morphologische Eigenschaften oder spezifischen Anfärbung charak-
teristische Lichtsignale aus, die mittels geeigneter Detektoren gemessen werden. Das 
Untersuchungsmaterial wird mit fluoreszierenden Antikörpern angefärbt (185). Die Zell-
suspension wird vom Durchflusszytometer angesaugt. Die Zellen werden durch hydro-
dynamische Fokussierung linear angeordnet und einzeln nacheinander an einem Laser-
strahl vorbeigeführt. Das optische Detektionssystem und die Elektronik quantifizieren 
dabei die Streulicht- und Fluoreszenzemission jeder einzelnen Zelle (185). Die Licht-
streuung (light scattering) ist ein physikalischer Prozess, bei dem ein Partikel (eine Zel-
le) mit Licht interagiert. Das Vorwärtsstreulicht (FSC, forward light scatter) ist ein Maß 
für die Beugung des Lichts im flachen Winkel (0-10°) und hängt vom Volumen der Zelle 
ab. Das Seitwärtsstreulicht (SSC, side light scatter) ist ein Maß für die Brechung des 
Lichts im rechten Winkel (ca.90°), die von der Granularität der Zelle, der Größe und 
Struktur ihres Zellkerns und der Menge der Vesikel in der Zelle beeinflusst wird (185). 
Die Charakterisierung der Zellpopulation in der vorliegenden Arbeit erfolgte mit Hilfe von 
Antikörpern, die mit unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen markiert sind. Die 
gemessene Lichtemission/Fluoreszenz verhält sich proportional zur Menge an gebun-
denen Antikörpern pro Zelle. Während einer FACS®-Messung können verschiedene 
Fluoreszenzfarbstoffe gemessen werden, da sich die eingesetzten Farbstoffe zwar bei 




einer gemeinsamen Wellenlänge anregen lassen, aber über unterschiedliche, für den 
jeweiligen Farbstoff, charakteristische Emissionsspektren verfügen (185). Hierbei kön-
nen die Lichtstreuungsparameter oder verschiedene Fluoreszenzeigenschaften gegen-
einander aufgetragen werden (185). Die in dieser Arbeit gewonnenen Datensätze wur-
den mit dem WinMDI-Programm ausgewertet und in Form von dot-plots dargestellt. In 
einem dot-plot werden auf der x- und y-Achse jeweils die Intensitätsverteilungen von 
zwei Messparametern aufgetragen. Jede gemessene Zelle entspricht einem Punkt (dot). 
In der Regel werden zur Differenzierung der Zellpopulationen zunächst FSC gegen SSC 
in einem dot-plot aufgetragen. Weitergehende Analysen von Zellen, die über mehr als 
zwei Parameter definiert werden sind über das Auswählen bestimmter Regionen und 
Zellgruppen im dot-plot (sogenanntes „gating“) ,wurden durchgeführt, wodurch die selek-
tierten Zellen gesondert betrachtet oder auch exkludiert werden können (185). 
 
 
2.6.2. Blutabnahme über die Schwanzvene 
Zur Probengewinnung für die FACS-Analyse wurde den Versuchstieren ca. 50µl Blut zu 
vier verschiedenen Zeitpunkten über die Schwanzvene mittels heparinisierten Einmal-
Kapillarpipetten abgenommen 
 
1. Am OP Tag vor der Inkubation der CCA mit LPA oder PBS  
2. 24 h nach der Inkubation der CCA mit LPA oder PBS  
3. 9 Tage nach der Inkubation der CCA mit LPA oder PBS  
4. 28 Tage nach der Inkubation der CCA mit LPA oder PBS 
 
Die Proben wurden innerhalb von einer Stunde nach Entnahme mit den Antikörpern an-








2.6.3. Vorbereitung der Proben für die Messung 
Zur Quantifizierung des Anteils der Progenitorzellen (Vorläuferzellen) wurde der Anteil 
von Sca-1-positiven und Linreage-negativen Zellen (Sca-1+/Lin-) im peripheren Blut der 
Mäuse gemessen wurde. Das entnommene periphere Blut wurde mit Sca-1-PE-
gekoppelten-AK (BD Pharmingen PE anti-mouse Ly-6A/E (Sca-1), Cat: 553336) und 
biotinyliertem Mouse Lineage Panel-AK (CD3, CD11b, CD45, Gr-1, TER-119, BD Phar-
mingen Cat: 559971) nach folgendem Protokoll markiert (49). 
 
 
Protokoll für die Anfärbung der Sca-1+/Lin- Zellen im peripheren Blut: 
 
Lyse der Erythrozyten mit BD FACS-Lysing Solution 10x (BD Pharmingen 
Cat:349202), 3ml/Probe für 15 min. auf Raumtemperatur 
 
Zentrifugation der Probe bei 350xg ohne Bremse für 5 min. 
 
Entnahme des Probegefäßes aus der Zentrifuge und Dekantierung des Überstandes 
 
Waschen der Probe mit 1ml PBS + 0,5% BSA (Blockierlösung)  
Zentrifugation der Probe bei 350xg ohne Bremse für 5 min. 
 
Entnahme des Probengefäßes aus der Zentrifuge und erneute Dekantierung des 
Überstandes 
 
Negativ Kontrolle: Resuspension in 1ml PBS + 0,5% BSA (ohne Inkubation mit dem 
primären Antikörper) 
 
Zugabe von Sca-1-PE- und Lineage AK 
 
Inkubation der Probe auf Eis für 30 min 
 
Konjugation der Lineage-AK mit Streptavidin-FITC (Vector Labs) mit 100µl FITC-





2.6.4. Messung und Auswertung der Proben 
Für die Messung der vorbereiteten Proben (2.6.3.) wurde ein FACScalibur®-Gerät der 
Firma BD verwendet. Die gewonnenen Datensätze wurde mit dem WinMDI-Programm 
(http://facs.scripps.edu/software.html) ausgewertet und Form eines dot-plots dargestellt. 
Bei jeder Messung wurden mindestens 10.000 Zellen untersucht. Die Daten der Analyse 
der positiven und negativen Proben wurden jeweils in ein dot-plot aufgetragen. Die x-
Achse zeigte das FSC (forward light scatter) und die y-Achse SSC (side light scatter). 
Anhand dieser dot-plots konnten die mononukleären Zellen identifiziert werden (Abb. 
4A). Mit Hilfe des gating wurden die mononukleären Zellen selektiert und bezüglich ihrer 
Sca-1PE- und Lin (FITC)- Intensitäten untersucht. Zusätzlich wurden diese dot-plots in 
vier Quadranten unterteilt. 
Quadrant 1 (oben links): sca-1+ / lin- Zellen 
Quadrant 2 (oben rechts): sca-1+/lin+-Zellen 
Quadrant 3 (untern links): sca-1- /lin-  Zellen 
Quadrant 4 (unten rechts): sca-1- /lin+ -Zellen 
 
Als negative Kontrolle wurden Zellen (Vollblut) gemessen, die ohne primären Antikörper 
inkubiert wurden. Bezogen auf die negative Kontrolle wurden sowohl die FITC- als auch 
die PE-Kanal-Grenzen so eingestellt, dass sich 95% der Zellen im unteren linken Quad-
rant befinden. Mit denselben Einstellungen wurden die positiven Proben gemessen und 
den Prozentanteil der Sca-1+/Lin- Zellen als Prozent der mononukleären Zellen definiert. 
Lösung (FITC-Lösung 1:100 im Bicarbonatpuffer, pH: 8,5) für 20min 
 
Waschen der Probe mit 1ml PBS + 0,5% BSA 
 
Zentrifugation der Probe bei 350xg ohne Bremse für 5 min. 
 
Entnahme des Probengefäße aus der Zentrifuge und Dekantierung des Überstandes 
 
Resuspension in 1ml PBS + 0,5% BSA  





Abb. 9: Darstellung der Bestimmung der Sca-1+/lin—Zellen mittels Durchflußzytometrie. (A) Dot-
plot-Darstellung der gemessenen Zellen mit einem Gate das die mononukleäre Zellpopulation 
definiert. (B) Dot-plot Grafik der Ergebnisse der Fluoreszenzmessung. Die FITC-Fluoreszenz 
(„lineage“, hämatoopoetischer Marker) ist auf der X-Achse, die Phycoerythrin-Fluoreszenz (Sca-
1, Stammzellenmarker) auf der Y-Achse aufgetragen. Die Sca-1+/lin- Zell-Subpopulation befin-
det sich im oberen linken Quadrant. 
 
 
2.7. Gewinnung und Vorbereitung der histologischen Präparate  
2.7.1. Entnahme der CCA 
Für die Entnahme der CAA wurden die Versuchstiere 28 Tage nach der Inkubation mit 
LPA/PBS erneut mit Dormitor® und Ketavet® narkotisiert und auf der Thermoplatte mit 
Klebestreifen positioniert. Zunächst wurden über eine Hautinzision am Hals in der Medi-
anlinie die rechte und linke CCA inklusive Bifurkation präpariert. Anschließend erfolgte 
eine Sternotomie um das Herz freizulegen. Über eine Inzision am linken Ventrikel wurde 
ein Polyethylenkatheter über den linken Ventrikel bis in die Aorta ascendens vorgescho-
ben und mit einem Faden fixiert. Nach der Eröffnung des rechten Herzohrs wurde das 
Versuchstier 15min mit 4% Paraformaldehyd perfundiert. Direkt nach der Perfusion wur-
de die rechte und linke CAA einschließlich der Bifurkation und der ICA und CCA ent-
nommen und in Einbettkasetten überführt. Nach der Entnahme der CCA wurde eine 
zervikale Dislokation durchgeführt (49). 
A B 




2.7.2. Paraffineinbettung und Herstellung der seriellen CCA-Schnitte 
Zur Herstellung serieller histologischer Schnitte erfolgte nach der Fixierung die Einbet-
tung in Paraffin. Hierfür verblieben die entnommenen Organe zunächst 2-4h in einer 
70%-igen Alkohollösung und wurden anschließend über Nacht (18h) in einem Einbettau-
tomat weiter verarbeitet. 
 
 
Protokoll für die Paraffinierung im Einbettautomaten: 
 
1.Stufenweise Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70%-igem 
Ethanol (5h), 2x 96%-igem Ethanol (2x1h), 3x100%-igem Ethanol (2x1h, 1x1.5h) 
 
2.Verdrängung des Alkohols mit Xylol (2x2h);  
 
3.Vorparaffinierung in Paraffinbädern (2x2h) 
 
Die Organe wurden mit Hilfe eines Paraffinspendeautomaten in flüssiges Paraffin (ca. 
60°) eingebettet und anschließend zu Paraffinblöcken ausgehärtet. Es wurde dabei da-
rauf geachtet, dass die Karotiden streng senkrecht und gerade mit der Bifurkation nach 
unten eingebettet werden. Mit dem Rotationsmikrotom wurden pro Karotide ca. 120-150 
4-5µm dicke Paraffinschnitte pro Versuchstier in Serie angefertigt. Als Beginn der 
Schnittserie wurde der erste Schnitt nach der Bifurkation kranial der CAA gewählt. Die 
Schnitte wurden auf silanisierten Objektträger (SuperFrost plus Gold; Fa. Menzel-
Gläser) aufgetragen und zum Trocknen für 5-6h bei ca.37° in den Brutschank gelegt. 
 
2.8. Histologische Färbungen 
2.8.1. Modifizierte Movat-Pentachrom-Färbung 
Mit der modifizierten Movat-Pentachrom-Färbung (186) können alle Komponenten des 
Bindegewebes eines histologischen Schnitts in einer einzigen Färbung dargestellt wer-
den. Diese Färbung eignet sich gut als Übersichtsfärbung und zur computergestützten 




morphometrischen Bildanalyse. Aufgrund der deutlichen Anfärbung elastische Faser, 
lassen sich die unterschiedlichen Gefäßwände (Intima, Media und Adventitia) detektie-
ren und morphometrisch auswerten (187). 
 







Knorpel: gelb bis rötlich 
Grundsubstanz (Matrix): blau 
Elastische Fasern: violett-schwarz 
Knochenanlage: dunkelrot 
2.8.1.1. Reagenzien 
Alcian blau 1% 
1g Alcian blau 8 GX Sigma A5628  
99 ml Aqua destilata  
1ml Essigsäure 100% 
Brilliant-Crocein-Säurefuchsin Stammlösung A Brilliant-Crocein: 
0,1g Brilliant-Crocein Scarlet Fluka, 27970,C.I. 27290,  
0,5 ml 100% Essigsäure 
99,5 ml Aqua destilata 
Stammlösung B Säurefuchsin: 
0,1g Säurefuchsin Merck, 105231 
0,5 ml 100% Essigsäure 
99,5 ml Aqua destilata 
Voerhoff-Vorratslösungen Stammlösung A:  
2g Hämatoxylin Sigma, H3136 






Die Färbung der histologischen Schnitte wurde nach folgendem Protokoll durchge-
führt: 
 
2x 10 min: Entparaffinieren in Xylol 
 
2x 5 min: Rehydrieren in 100%-igem Ethanol 
 
1x 5 min: Rehydrieren in 96%-igem Ethanol 
 
1x 5 min: Rehydrieren in 70%-igem Ethanol 
 
5 min: Wässern in Leitungswasser 
 
30 sek: Beizen in 3% Essigsäure 
100ml Ethanol 
Stammlösung B:  
2g Eisen(III)-Chlorid Merck, 8.03945.0500 
100ml Aqua destilata 
Stammlösung C Lugol-Lösung: 
4g Kaliumiodid, 2g Iod 
100 ml Aqua destilata 
Verhoeff-Gebrauchslösung-:  
Stammlösungen A : B : C = 3 : 2 : 1 (immer frisch zube-
reiten) 
Saffron du Gatinais 6% 6g Saffron du Gatinais, Sigma S8381, C.I. 75100 
100 ml 100% Ethanol 
48h bei 50°- 60°C extrahieren, Luftdicht verschließen. 
Phosphorwolframsäure 2% 2,4g Phosphorwolframsäure 
100 ml Aqua destilata 





Färben der Grundsubstanz: 30 min: Färben im Alcianblau (2.8.1.1.) 
 
1 min: Wässern in Leitungswasser 
 
6 min: Fixieren in der Verhoef-Gebrauchslösung  (2.8.1.1) 
 
10 min: Wässern in Leitungswasser 
 
Färben der Muskeln und Zellen: 3 min: Brilliant-Crocein-Gebrauchslösung (2.8.1.1.) 
 
Spülen in 1% Essigsäure zur Fixierung 
 
Beizen und Differenzieren:15 min: 2% Phosphorwolframsäure  
 
Diefferenzieren:1 min: 1% Essigsäure 
 
3x 1 min: 100% Ethanol 
 
3 Min: 6% Saffron du Gatinais  
 
Dehydrieren: 2 x 3min 100% Ethanol, kurz ins Xylol 
 




Die Immunhistochemie ist eine Methode mit der bestimmte Zell- oder Gewebestrukturen 
mit Hilfe spezifischer Antikörper im Gewebe markiert werden. Diese können dann mit 
Hilfe entsprechender antikörpergekoppelte Farbstoffe sichtbar gemacht und bestimmten 
Strukturen im Gewebe zugeordnet werden. In dieser Arbeit wurde die indirekte Methode 
der Immunhistochemie verwendet. Jeweils 3-5 Schnitte pro Versuchstier wurden aus 
dem Bereich proximal der Bifurkation (0-100 µm) angefärbt und ausgewertet. 
 




2.8.2.1. Immuhistochemische Färbung für α-SMA 
Um die glatten Muskelzellen in der Neointima darzustellen wurde eine immunhistoche-
mische Färbung für smooth-muscle actin-α (α-SMA) durchgeführt. Der Primärantiköper 
(α-SMA clone 1A4, Fa. Dako) (188) wurde mit dem HRP (Meerretischperoxidase)-
gekoppelten Sekundärantikörper (Impress Universal Reagent Peroxidase MP 7500, 
Vector Labs) und immunhistochemisch durch Peroxidase- Substrat DAB als Färbereak-
tion sichtbar gemacht (DAB Substrate Kit Peroxidase SK 4100, Vector Labs). Um eine 
unspezifische Bindung der Antikörper auszuschließen wurden negative Kontrollen bei 
denen der Primärantiköper weggelassen wurde verwendet. 
 
 
Die immunhistochemische Färbung gegen α-SMA erfolgte nach diesem Protokoll: 
 
Entparaffinieren und Rehydrieren: 
2x 10 min. Xylol, folgend von 2x 5 min. 100%-igem Ethanol, 1 x 5 min. 96%-igem 
Ethanol, 1 x 5 min 70%-igem Ethanol 
 
5 min: Waschen in PBS 
 
Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivität: 5min: 3% Wasserstoffperoxid-Lösung 
(H2O2) 
 
5 min: Waschen in PBS 
 
Blockierung der unspezifischen AK-Bindungsstellen: 20 min: Pferdeserum (Kit) 
 
Abklopfen ohne zu Waschen 
 
1h Inkubation: Primärantikörper 1:100 in PBS-Puffer bei Raumtemperatur 
 
5 min : PBS 
 
30 min: Impress Reagent Peroxidase, Sekundärantikörper (Kit) 





5 min: PBS 
 
5 min.: DAB (Diaminobenzin) Substrate Kit 
 
5 min.: Wasser 
 
3 sec.: saure Hämalaunlösung 
 
5 min.: Wässern 
 
kurzes Ziehen der Schnitte durch die aufsteigende Alkoholreihe (70%-, 96%- und 
100%-iger Alkohol) und 1x2 min Xylol 
 




Die Immunfluoreszenz ist eine Methode mit der bestimmte Proteine mit Hilfe spezifi-
scher Antikörper im Gewebe markiert werden können. Diese können dann mit entspre-
chenden antikörpergekoppelten, fluoreszierenden Farbstoffen sichtbar gemacht und be-
stimmten Strukturen im Gewebe zugeordnet werden. In dieser Arbeit wurde die indirekte 
Methode der Immunfluoreszenz verwendet. Jeweils 3-5 Schnitte pro Versuchstier wur-
den aus dem Bereich proximal der Bifurkation (0-100 µm) angefärbt und ausgewertet. 
 
2.8.3.1. Immunfluoreszensfärbung für MAC2 
Für den Nachweis von Makrophagen in der Neointima wurde eine Immunfluoreszenz-
färbung mit dem spezifischen Maus-Makrophagen-antigen 2 (Mac-2, clone M3/38, Ce-
darlane) durchgeführt (189). Der biotinylierte sekundäre AK (biotinylated anti-rat IgG 
(H+L), Vector Labs, cat. BA-4001) wurde mit Strepatvidin-FITC (Vector Labs) ange-
färbt. Für die negative Kontrolle wurde eine Ratte- IgG-AK benützt. 





Die Färbung gegen MAC-2 erfolgte nach diesem Protokoll: 
 
Entparaffinieren und Rehydrieren: 
2x 10 min. Xylol, folgend von 2x 5 min. 100%-igem Ethanol, 1x 5 min. 96%-igem 
Ethanol, 1x 5 min 70%-igem Ethanol 
 
Blockierung unspezifischer Antikörperbindungsstellen:10 min.: 10% Kaninchenserum 
(KS) (C12SA Serotec) 
 
1h: Primärantikörper in 0,5% KS 1:400 
 
1h: Negative Kontrolle: Ratte-IgG-AK in 0,5% KS 1:400 
 
5 min.: Waschen in PBS 
 
1h: Sekundärantikörper biotinylierter anti-Ratten IgG (H+L) in 0,5% KS 1:100 
 
5 min.: Waschen in PBS 
 




5 min.: Waschen in PBS 
 
Eindeckeln mit 18x18mm Deckgläschen und Vectashield-Einschlusslösung 
 
2.8.3.2. Immunfluoreszenzfärbung für SDF-1α 
Um die Expression von SDF-1α in der Neointima zu detektieren wurde eine Immunfluo-
reszenzfärbung mit einem Primärantikörper gegen CXCL/SDF-1α (Monokl. AK Hu-
man/Maus anti CXCL12/SDF1-α, R&D) durchgeführt. Die Detektion des Primärantikör-
pers erfolgte mittels eines biotinylierten Sekundärantikörpers und eines Streptavidin-
Fluorescein-Konjugates. Für die negative Kontrolle wurde Maus-IgG verwendet.  





Die Immunfluoreszenzfärbung gegen SDF-1α wurde nach folgendem Protokoll 
durchgeführt: 
 
Entparaffinieren und Rehydrieren: 
2x 10 min. Xylol, folgend von 2x 5 min. 100%-igem Ethanol, 1x 5 min. 96%-igem 
Ethanol, 1x 5 min 70%-igem Ethanol 
 
Antigendemaskierung: 10min: Inkubation in Citratpuffer + Tween 20 bei 100° in der 
Mikrowelle 
 
5 min: Waschen in PBS 
 
Blockierung unspezifischer Antikörperbindungsstellen: 10min 10%iges Kaninchense-
rum 
 
1h: Primärantikörper: monoklonaler Antikörper Human/Maus anti CXCL12/SDF-1α 
1:62, bei Raumtemperatur 
 
1h: Negativ Kontrolle: Maus-IgG AK 
 
5 min.: Wasche mit PBS 
 
30 min: Sekundärantikörper: Anti-Maus-biotin gekoppelt 
 
5 min: Waschen in PBS 
 




5 min: Waschen in PBS 
 
Eindeckeln mit 18x18mm Deckgläschen und Vectashield-Einschlusslösung 
 




2.8.3.3. Immunfluoreszenzfärbung für HIF-1α 
Für den Nachweis einer HIF-1α Expression in der Neointima wurde eine Immunfluores-
zenzfärbung mit einem Primärantikörper gegen anti -HIF-1α (Poliklonaler Antikörper Ka-
ninchen anti-HIF-1α, Novus Biologicals). Der Primärantikörper wurde mit dem Sekun-
därantikörper (Schaf anti-Kaninchen IgG-biotingekoppelt, Serotec, GmbH) gekoppelt 
und mit dem Fluorochrome Fluorescein-Streptavidin sichtbar gemacht. Die Negativkon-




Die Immunfluoreszenzfärbung für HIF-1α wurde nach folgendem Protokoll durchge-
führt: 
 
Entparaffinieren und Rehydrieren: 
2 x 10 min. Xylol, folgend von 2 x 5 min. 100%-igem Ethanol, 1 x 5 min. 96%-igem 
Ethanol, 1 x 5 min 70%-igem Ethanol 
 
Antigendemaskierung: 3 min: Inkubation mit 0,1%-ige Proteinase K bei 37° 
 
10 min: Inkubation in Citratpuffer bei 100° in der Mikrowelle 
 
5 min: Wasche mit PBS 
 
Blockierung unspezifische Antikörperbindungsstellen: 10 min 10%iges Schafserum 
 
1h: Primärantikörper: polyklonaler Antikörper Kaninchen anti-HIF-1α, 1:200 
 
1h: Negativ Kontrolle:Kaninchen-IgG AK 
 
5 min.: Wachen in PBS 
 
1h: Sekundärantikörper:Schaf anti-Kaninchen IgG-biotingekoppelt 1:200 
 
5 min.: Waschen in PBS 









5 min.: Waschen in PBS 
 
Eindeckeln mit 18x18mm Deckgläschen und Vectashield-Einschlusslösung 
 
 
2.9. Mikroskopie und Morphometrische Analyse 
 
 
Abb. 10: Morphometrische Ausmessungen der CCA 28d nach LPA Inkubation. 
EEL-Umfang der Lamina elastica externa; IEL-Umfang der lamina elastica interna. 
 
Mit Hilfe eines kombinierten Fuoreszenz- und Lichtmikroskop (Leica DMRBE), das an 
eine CCD-Kamera angeschlossen war, wurden die histologischen Präparate für die 
morphometrische Messung digitalisiert. Die histomorphometrische Auswertung erfolgte 
mittels eines Bildauswertungsprogramms (Diskus Software, Firma Hilgers, Bonn). Zu-




nächst wurde die luminale Fläche (LF), die durch die Elastica interna (EIF) und die Elas-
tica externa (EEF) begrenzt ist, berechnet. Zur Berechnung der neointimalen Fläche 
wurde die Fläche des Lumens von der durch die Elastica interna begrenzten Fläche 
subtrahiert.  
Neointimale Fläche (mm2) = IEL (mm2) – LF (mm2)  
Zur Quantifizierung der medialen Fläche wurde die von der Elastica interna begrenzten 
Fläche von der Fläche, die die Elastica externa begrenzt abgezogen. 
Mediafläche: EEF (mm2) – EIF (mm2) 
 
Für die histomorphologische Auswertung der Neointima- und Mediafläche wurden 10 
Schnitte pro Maus verwendet. 
 
2.10. Statistische Auswertung 
Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism 4.0. 
Die Gruppen wurden mittels eines ungepaarten, zweiseitigen Student´s t test verglichen. 
Der statistische Vergleich von mehr als zwei Gruppen erfolgte mit dem 1-way ANOVA-
Test gefolgt von dem Newman-Keuls-Postest falls erforderlich. Ein statistisch signifikan-






3. Ergebnisse  
3.1. LPA20:4 und 1-AGP induzieren die Bildung einer Neointima 
Zunächst wurde die Neointimabildung in den unverletzten CCAs von Wildtyp-Mäusen 28 
Tage nach der Inkubation mit verschiedenen LPA Derivaten untersucht. In den mit LPA 
20:4 (0.03 mm2, p< 0.05, n=5) oder 1-AGP (0.016mm2) inkubierten CCAs zeigte sich ei-
ne signifikante Neoinitmabildung (Abb. 11A, B), im Vergleich zu den mit PBS- oder LPA 
18:0-behandelten CCAs, in denen keine Neoitima gefunden wurde (Abb. 11 C, D). Die 
histomorphologische Quantifizierung ergab ferner eine signifikant erhöhte Intima/Media- 
Ratio für LPA 20:4 (p<0,001) und 1-AGP (p<0,01) im Vergleich zur Behandlung mit LPA 








                              
Abb.11: Die ungesättigten LPA-Derivate LPA 20:4 und 1-AGP induzieren eine Neointimabildung. 
Gezeigt sind repräsentative mit Movat´s Pentachrome angefärbte Schnitte der CCA von Wildtyp-
Mäusen 28d nach Inkubation mit LPA 20:4 (A), 1-AGP (B), LPA 18:0 (C) oder PBS. (D), Maß-
stab 50µm, (E) Quantifizierung der Die Intima/Media-Ratio (n=5 Mäuse pro Gruppe).  
 
 
3.2. Aufbau der LPA induzierten Neointima 
Um zu untersuchen, ob die LPA-induzierte neointimale Hyperplasie, wie die durch eine 
Gefäßverletzung verursachte Neointimabildung, aus SMCs und Makrophagen besteht, 
wurden immunhistochemische Färbungen für SMC-spezifisches α-Actin (smooth muscle 
actin, SMA) und für Makrophagen-spezifisches MAC2 durchgeführt. Die Ergebnisse 
zeigten, dass das neointimale Gewebe in den mit LPA 20:4- oder 1-AGP-behandelten 
CAAs überwiegend aus SMCs bestehen. MAC2-positive Zellen wurden in der Neointima 












*** p<0,001:LPA 20:4 versus18:0 oder PBS  







Abb.12: LPA induziert eine Neointima durch SMC Akkumulation. Immunhistochemische Färbung 
(braun) für α-Aktin in der CCA 28d nach LPA 20:4 (A) oder 1-AGP (B) Inkubation. Immunfluo-
reszenzfärbung für MAC2 (grün) in der Neointima nach LPA 20:4 (C) oder 1-AGP (D) Inkubati-
on, Maßstab 50µm 
 
 
3.3 Ungesättigte LPAs induzieren die Expression von SDF 1α 
Um zu untersuchen, ob die durch LPA hervorgerufene Neointimabildung mit einer er-
höhten SDF-1α Expression assoziiert ist, wurden Immunfluoreszenzfärbungen für SDF-
1α in allen vier Gruppen 28 Tage nach der Behandlung durchgeführt. In der Neointima 
von mit LPA20:4- oder 1-AGP-behandelten Mäusen zeigte sich eine größere SDF-1α 
positive Fläche als in den LPA18:0- oder PBS-behandelten Mäusen (p<0,001, n=5) 
(Abb. 13 A-E). In der Media von LPA18:0-behandelten Mäusen war lediglich eine 





fehlte die SDF-1α Färbung völlig (Abb. 13 D). Die Ergebnisse zeigen, dass die neointi-


















Abb. 13: Die Neointimabildung durch ungesättigte LPAs ist mit einer SDF-1α Expression assozi-
iert. Immunfuoreszenzfärbung für SDF-1α (rot) der CCA 28d nach Behandlung mit LPA 20:4 (A), 
E 

























*** p<0,001:LPA 20:4 versus 18:0oder PBS  





1-AGP (B), LPA 18:0 (C) oder PBS (D), Die Planimetrie zeigt eine signifikant erhöhte SDF-1α 
Expression nach LPA 20:4 und LPA 1-AGP Behandlung im Vergleich zur Behandlung mit LPA 
18:0 oder PBS. Maßstab 50µm. (E) Die neointimale Fläche der SDF-1α Färbung wurde quantifi-
ziert (n=5 Mäuse pro Gruppe). 
 
 
3.4. Ungesättigte LPAs induzieren die Expression von HIF-1α 
Nachdem Studien gezeigt haben, dass LPA die HIF-1α Bildung hochreguliert, wurde un-
tersucht, ob HIF1-α auch in der LPA-induzierten neointimalen Hyperplasie exprimiert 
wird (28d nach Inkubation). In der Neointima der mit LPA20:4- (A) oder 1-AGP- (B) be-
handelten Karotiden fand sich im Vergleich zu LPA18:0- (C) oder PBS- (D) behandelten 
Karotiden eine signifikant erhöhte Fläche die für HIF-1α durch Immunfloureszenz ange-
färbt werden konnte(p<0,001, n=5) (Abb. 14 A-E). Die Karotiden, die mit LPA 18:0 inku-
biert wurden, wiesen nur eine geringe Anfärbung für HIF-1α in der Media auf (Abb. 14 
























Abb. 14: Die Neointimabildung durch ungesättigte LPA ist mit einer HIF-1α Expression assozi-
iert. Immunfluoreszenzfärbung für HIF-1α (grün) der CAA 28d nach Behandlung mit LPA20:4 
(A), 1-AGP (B), LPA18:0 (C) oder PBS (D). (E) Die Planimetrie zeigt eine signifikant erhöhte 
neointimale Fläche mit positiver Färbung für HIF-1α in der LPA 20:4 und 1-AGP Gruppe im Ge-
gensatz zu den LPA 18:0 und PBS Gruppen. Maßstab 50µm. n=5 Mäuse pro Gruppe. 
 
 
3.5. Ungesättigte LPAs induzieren die Mobilisation glatter Muskelvorläuferzellen 
(SPCs) 
Da die die Neointimabildung nach Gefäßverletzung mit einer erhöhten Expression von 
SDF-1α assoziiert ist und es somit zu einer Mobilisierung und Rekrutierung von SPCs 
kommt, haben wir die Mobilisierung der SPCs während des Versuchs untersucht. Vor 
der Inkubation (prä) sowie 1d, 9d und 28 d nach der Inkubation mit den jeweiligen LPA-
Derivaten oder PBS wurden den Versuchstieren Blutabgenommen und die SPCs quanti-
fiziert. Die Ergebnisse zeigten einen signifikanten Anstieg der SPCs 1d nach der Be-
handlung mit LPA 20:4 (p<0,05, n=5) im Vergleich zu dem SPC Anteil vor der Inkubation 
(Abb.15 A-C). In den anderen Versuchsgruppen wurde keine Veränderung der zirkulie-
renden SPCs einen Tag nach der Inkubation beobachtet (Abb. 15 A-C). In den 1-AGP 
Mäusen kam es am Tag 9 nach der Inkubation zum Anstieg der SPCs im Vergleich zu 
unbehandelten Mäusen (p<0,001, n=5) (Abb. 15 D-F). In den Mäusen, die mit LPA 18:0 





















***p<0,001: LPA 20:4 versus 18:0 oder PBS 







































Abb.15: Ungesättigte LPAs induzieren eine SPC Mobilisation. FACS Messung der zirkulierenden 
SPCs präoperativ (prä) (A) und einen Tag nach der Inkubation mit LPA 20:4 (B). (C) Quantifizie-
rung der SPC Mobilisation 1d nach der Behandlung mit LPAs oder PBS im Vergleich zu unbe-
handelten Mäusen (prä). FACS-Messung SPCs präoperativ (D) und neun Tage nach der Inku-
bation mit 1-AGP (E). (F) Quantifizierung der SPC nach der Inkubation mit LPA 1-AGP (n=5 









In mehrere Studien konnte man zeigen, dass die Inkubation von Rattenkarotiden mit un-
gesättigten LPA-Derivaten zu einer neointimalen Hyperplasie führt (141, 179). Die mole-
kularen Mechanismen dieser Neointimaentstehung sind jedoch nicht exakt geklärt. Bei 
der Neointimabildung nach Gefäßverletzung spielt das Chemokin SDF-1α und sein Re-
zeptor CXCR4 durch die Mobilisierung und Rekrutierung von SMC-Vorläuferzellen 
(SPCs) eine entscheidende Rolle (49). Als wichtiges Bindeglied zwischen der Gefäßver-
letzung und der SDF-1α vermittelten SPC-Rekrutierung fungiert die Apoptose medialer 
SMCs unmittelbar nach der Verletzung. Apoptotische mediale SMCs setzten Mikrovesi-
kel frei, die sowohl die SDF-1α Expression induzieren können als auch als wichtige 
Quelle für Vorstufen für Lysophophatidsäuren (LPAs) dienen (136). Ein weiterer Faktor 
bei der Bildung einer neointimalen Hyperplasie ist der Transkriptionsfaktor hypoxia-
inducible factor (HIF)-1α. Im Ischämiemodell induziert HIF-1α die Expression von SDF-
1α (82). Desweitern konnte man zeigen, dass eine mechanischen Gefäßverletzung 
ebenfalls zu einer gesteigerten HIF-1α Expression führt. Hier fand man nach 6h einen 
frühen Anstieg der HIF-1α mRNA Expression (116, 190). Es konnten auch LPA-Derivate 
identifiziert werden, die eine gesteigerte HIF-1α Expression hervorrufen (184). Ungesät-
tigte LPA induzieren die Expression von HIF-1α in verschiedenen Tumorzellinien durch 
Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signaltransduktionsweges (184) und von SDF-1α in 
mesenchymalen Stammzellen (83, 184). In vivo konnte bereits gezeigt werden, dass 
LPA durch eine vermehrte HIF-1α Expression die Metastasierung von Ovarialkarzinom-
zellen fördert (170).  
In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob die LPA-induzierte neointimale Hyperplasie 
mit der Expression von SDF-1α und HIF-1α assoziiert ist. Darüber hinaus wurde geprüft, 
ob die LPA-vermittelte Neointimabildung mit einer Mobilisierung von SPCs einhergeht. 
Die Untersuchungen zeigten, dass ungesättigte LPAs eine neointimale Hyperplasie in 
Mäusekarotiden induzieren. Darüber hinaus ließ sich eine gesteigerte neointimale SDF-
1α und HIF-1α Expression, die mit einer gesteigerten SPCs Mobilisierung im peripheren 
Blut der Versuchstiere einherging, nach lokaler Behandlung mit ungesättigten LPA 20:4 






4.1. Ungesättigte LPAs induzieren eine neointimale Hyperplasie 
In der vorliegenden Arbeit konnten wir zeigen, dass die ungesättigten LPAs LPA 20:4 
und 1-AGP eine neointimale Hyperplasie in Mäusekarotiden induzieren können. Diese 
Ergebnisse bestätigen frühere Studien, in denen gezeigt wurde, dass die Inkubation von 
Rattenkarotiden mit ungesättigten LPA-Derivaten zu einer neointimalen Hyperplasie 
führt (141, 179). Durch die Hemmung der durch LPA 18:1 (ungesättigte LPA) induzierten 
ERK und p38MAPK Aktivierung konnte man die Neointimabildung unterbinden (179). 
Ferner ist die durch LPA 20:4 und 1-AGP-vermittelte Neointimabildung in Mäusen mit 
einem PPARγ-Mangel in den vaskulären Zellen oder durch die Behandlung mit einem 
PPARγ-Antagonisten vermindert (141). Allerdings wurde nach einer mechanischen Ge-
fäßverletzung sowohl im Tiermodell als auch beim Menschen eine Reduktion der Neoin-
tima durch PPAR-γ -Agonisten beschrieben (180-182), so dass unklar bleibt ob der 
PPAR-γ Signaltransduktionsweg tatsächlich die Effekte von ungesättigten LPAs nach 
Gefäßverletzung vermittelt. In Folgestudien unserer Arbeitsgruppe konnten wir zeigen, 
dass die Rezeptoren LPA1 und LPA3 eine entscheidende Rolle bei der Neointimabildung 
nach Gefäßverletzung in Mäusen spielen. Durch die Behandlung mit dem LPA1- und 
LPA3 -Rezeptorantagonisten Ki16425 kam es in der A. carotis von hyperlipidämischen 
Apoe-/- Mäusen nach Draht-induzierten Gefäßverletzung zu einem deutlichen Rückgang 
der Neointimabildung (191). Dies war auf eine verminderte Akkumulation von SMCs und 
Makrophagen zurückzuführen (191). Ferner konnte in dieser Arbeit auch gezeigt wer-
den, dass die LPA 20:4-induzierte Neointimabildung sowohl durch den LPA1 als auch 
LPA3 Rezeptor in der Gefäßwand vermittelt wird (191). Diese Befunde sprechen dafür, 
dass die Effekte von ungesättigten LPA-Derivaten auf die Neointimabildung auf die Akti-
vierung von LPA Rezeptoren zurückzuführen sind. Der Mechanismus der LPA-
induzierten neointimalen SMCs Akkumulation ist jedoch unklar. 
Im Unterschied zur Neointimabildung nach Draht-induzierter Gefäßverletzung in hyperli-
pidämischen Apoe-/- Mäusen (191), kam es im Modell der LPA-Inkubation der A. carotis 
von normolipidämischen Wildtyp-Mäusen in der vorliegenden Arbeit nur zu einer neoin-
timalen Akkumulation von SMCs und nicht von Makrophagen. Dieser Unterschied dürfte 





in Apoe-/- Mäusen durch die Hyperlipidämie hervorgerufen wird, zurückzuführen sein. 
Die kontinuierliche Bildung von LPA während der oxidativen Modifikation von LDL in der 
Gefäßwand von Apoe-/- Mäusen führt dabei zu einer NF-kB-vermittelten Hochregulation 
von CXCL1 (bzw. von IL8 im Menschen), das die LPA-induzierte Monozytenadhäsion an 
Endothelzellen fördert (156, 159, 164, 192). 
 
 
4.2. Die LPA induzierte Neointimabildung ist mit der Expression von SDF-1α asso-
ziiert 
Die neointimale Akkumulation von SMCs kann auf zwei unterschiedlichen Mechanismen 
beruhen. Einerseits kann es zu einer Veränderung des Phänotyps der medialen SMCs 
kommen, die dann in von der Media in die Intima einwandern und dort proliferieren. Ist 
die Schädigung allerdings zu ausgeprägt und der Großteil der medialen SMCs in der 
verletzten Gefäßwand abgestorben, wird durch die gesteigerte Expression des Chemo-
kins SDF-1a in der Gefäßwand Vorläuferzellen vom SMCs aus dem Knochenmark mobi-
lisiert und anschließend in das verletzte Gefäß rekrutiert. Dort differenzieren diese SPCs 
in SMCs und tragen zur Neointimabildung bei. Die Apoptose von medialen SMCs weni-
ge Minuten nach der mechanischen Gefäßverletzung spielt eine wichtige Rolle bei der 
Neointimabildung (193). Durch Behandlung mit einem Pan- Caspase-Inhibitor konnte 
gezeigt werden, dass eine verminderte Apoptose der medialen SMCs mit einer geringe-
ren Neointimabildung assoziiert ist (194). Ähnliche Ergebnisse wurden auch für die 
Transplantatvaskulopathie beschrieben (195). Ein möglicher Mechanismus durch den 
apoptotische SMCs die Neointimabildung beeinflussen, ist die Induktion der SDF-1α Ex-
pression. So konnte in verschiedenen Modellen der Neointimabildung, wie Drahtverlet-
zung, Ligatur oder Anlage einer periarteriellen Manschette, ein Korrelation zwischen 
dem Grad an Apoptose der medialen SMCs und der SDF-1α Expression gefunden wer-
den (50). In einer weiteren Studie wurde einen Tag nach Gefäßverletzung neben den 
apoptotischen Zellen eine erhöhte SDF-1α Expression in den medialen SMCs nachge-
wiesen (53). Ein direkter Hinweis auf die ursächliche Rolle der Apoptose medialer SMCs 





se durch einen Pan-Caspase-Inhibitor zu einer deutlich verminderten SDF-1α Expressi-
on sowohl in vivo als auch in vitro führte (53). Einen wesentlichen Faktor für die Indukti-
on von SDF-1α spielen dabei Mikrovesikel („apoptotic bodies“), die aus apoptotischen 
SMCs freigesetzt werden, da diese in vitro ausreichen um die SDF-1α Expression in vi-
talen SMCs zu erhöhen (53). Es ist bekannt, dass aus Mikrovesikeln aktivierter Blutzel-
len, wie Thrombozyten, Erythrozyten und Leukozyten, LPA durch eine sPLA2-vermittelte 
Hydrolyse von Phosphatidsäure (PA) gebildet werden kann (136). Ferner führt eine Ver-
änderung der asymmetrischen Aufteilung der Phospholipiden in der Zellmembrane der 
apoptotischen Zellen zu einer Exposition von LPA Vorstufen auf der Zellaußenseite 
(196), wodurch die LPA Bildung gesteigert werden kann. Es ist also denkbar, dass LPA 
ein wichtiges Signalmolekül darstellt, dass durch Thrombozytenaktivierung und im Rah-
men der Apoptose medialer SMCs generiert wird und durch eine Induktion der SDF-1α 
Expression zur vaskulären Wundheilung und Neointimabildung durch SPCs beiträgt. In 
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die durch LPA-induzierte Neointimabildung 
mit einer gesteigerten SDF-1α Expression einhergeht. Es konnte gezeigt werden, dass, 
im Gegensatz zu LPA 18:0, die LPA-Derivate LPA 20:4 und 1-AGP zu einer vermehrten 
SDF-1a Expression in der Neointima 4 Wochen nach der Inkubation führen. Dieser Be-
fund ist vereinbar mit einer wichtigen Rolle von SDF-1α in der LPA-induzierten Neoin-
timabildung. Zusätzliche Experimente unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass die 
LPA 20:4 Behandlung bereits nach einem Tag zu einer gesteigerten SDF-1α Expression 
führt und die LPA 20:4-induzierte Neointimabildung durch systemische Blockade des 
SDF-1α-Rezeptors CXCR4 oder durch einen Knockdown von SDF-1α in der Gefäßwand 
verringert werden kann (191). Zusammengefasst sprechen diese Ergebnisse dafür, dass 
ungesättigte LPA-Derivate durch eine Hochregulation von SDF-1α die Neointimabildung 
fördern. Da SDF-1α der entscheidende Mediator der Mobilisierung und Rekrutierung von 
SPCs nach Gefäßverletzung ist, scheint ein Zusammenhang zwischen der LPA-








4.3. Die LPA induzierte Neoitimabildung ist mit der Expression von HIF-1α assozi-
iert 
Es ist bekannt, dass nach einer Gefäßverletzung die gesteigerte Expression von HIF-1a 
zu einer Hochregulation der SDF-1a Expression führt und die Neointimabildung steigert 
(123). Da frühere Studien gezeigt haben, dass LPA das aus Tumorzellen freigesetzt 
wird die HIF-1α Expression in mesenchymalen Stammzellen hochreguliert (83), wurde in 
dieser Arbeit untersucht, ob HIF1-α auch im Rahmen der LPA induzierten neointimalen 
Hyperplasie hochreguliert wird. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass 
eine Behandlung mit LPA 20:4 und 1-AGP, aber nicht mit LPA 18:0 oder Kontroll-Puffer, 
zu einer gesteigerten HIF-1α Expression in neointimalen Zellen führt. Ähnlich wie für die 
SDF-1α Expression, zeigte sich auch hier im Vergleich zur Behandlung mit 1-AGP eine 
tendenziell höhere HIF-1α Expression in den neointimalen Zellen nach LPA 20:4 Be-
handlung. Darüber hinaus induziert LPA 20:4 bereits 1d nach Inkubation eine HIF-1α 
Expression in der Gefäßwand (191). Damit regulieren LPA 20:4 und 1AGP sowohl die 
Expression von SDF-1a als auch von HIF-1a während der Neointimabildung. Dieser Be-
fund ist vereinbar mit der Hypothese, dass ungesättigte LPAs über die Aktivierung von 
HIF-1α zu einer vermehrten SDF-1α Expression führen. In diesem Zusammenhang ist 
auch von Bedeutung, dass eine pharmakologische Hemmung der LPA Rezeptoren LPA1 
und LPA3 nach einer Drahtverletzung der A. carotis nicht nur die Neointimabildung und 
die SDF-1a Expression, sondern auch die HIF-1a Expression in der Neointima reduzier-
te (191). Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass auch im Rahmen einer Gefäßverlet-




4.4. Die Neointimabildung durch ungesättigte LPAs ist mit der Mobilisation glatter 
Muskelvorläuferzellen (SPCs) assoziiert  
In vitro konnte man zeigen, dass LPA die Proliferation von SMCs induziert. Dies erfolgt 
durch die Aktivierung der LPA1- und Gi/q –Protein gekoppelten Rezeptoren und involviert 





de (168, 176, 177). Des Weiteren steigert LPA die migratorische Aktivität von VSMCs 
durch die Gi/q protein-gekoppelte LPA1 rezeptorvermittelte Aktivierung des p38MAPK 
Signaltransduktionsweg (170, 171). Über die Rolle der LPAs bei der Mobilisierung und 
Rekrutierung von SPCs ist bisher noch wenig bekannt. Da die Neointimabildung nach 
Gefäßverletzung mit einer SDF-1α-vermittelten Mobilisierung und Rekrutierung von 
SPCs assoziiert ist, wurde in dieser Arbeit das Verhalten hämatopoetischer Stammzel-
len nach LPA Inkubation untersucht. Im Gegensatz zur Behandlung mit LPA 18:0, 1-
AGP und Kontroll-Puffer, die keine Mobilisierung von SPCs nach einem Tag zur Folge 
hatte, konnte in den mit LPA 20:4-behandelten Mäusen ein signifikanter Anstieg der 
SPCs einen Tag nach der Behandlung gezeigt werden. In den mit 1-AGP behandelten 
Mäusen kam es dagegen erst 9 Tage nach der Inkubation zum Anstieg zirkulierender 
SPCs. Die verzögerte Mobilisierung der SPC nach Inkubation mit 1-AGP könnte auf ei-
ne, im Vergleich zu LPA 20:4, verlangsamte Hochregulation von SDF-1a in der Gefäß-
wand zurückzuführen sein. Diese Befunde sind vereinbar mit der Schlussfolgerung, 
dass ungesättigte LPA-Derivate durch die SDF-1α-vermittelte Mobilisierung von SPCs 
zur Neointimabildung führen. Weitere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass 
sowohl die schnelle SPC Mobilisierung durch LPA 20:4 nach einem Tag als auch die 
verzögerte Mobilisierung durch 1-AGP nach 9 Tagen durch die Aktivierung der LPA Re-
zeptoren verursacht wurde, da in beiden Fällen die SPC Mobilisierung durch den LPA-
Rezeptorantagonisten gehemmt werden konnte (191). Ferner konnte gezeigt werden, 
dass ein Knockdown von entweder LPA1, LPA3 oder SDF-1a in der Gefäßwand die LPA 
20:4- induzierte SPC Mobilisierung reduziert (191). Diese SPC Mobilisierung dürfte ur-
sächlich für die LPA-induzierte Neointimabildung sein, da die neointimale Akkumulation 
von SPCs aus dem Knochenmark nach LPA 20:4 Behandlung gesteigert ist (191). Diese 
zusätzlichen Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe bestätigten die Hypothese, dass unge-
sättigte LPAs durch die LPA-Rezeptor-vermittelte Hochregulation von SDF-1α SPCs in 







4.5. Klinischer Ausblick 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ungesättigte LPAs eine neointimale Hyper-
plasie im Mausmodell induzieren und dass diese Neointimabildung mit einer erhöhten 
Expression von SDF-1α und HIF1-α assoziiert ist. Das Chemokin SDF-1α konnte man in 
atherosklerotischen Plaques und in neointimale Läsionen nach Gefäßverletzungen 
nachweisen. Es wurde als ein wesentliches Signalmolekül bei der Neointimalbildung 
nach einer Gefäßverletzung durch die Mobilisierung und lokale Rekrutierung von SPCs 
identifiziert. Jedoch führte die systemische Hemmung des SDF-1α Rezeptors CXCR4, 
bei Mäusen mit Diät-induzierter Atherosklerose zu einer vermehrten Plaquebildung 
durch die Mobilisation neutrophiler Granulozyten (80). Dementsprechend käme aus-
schließlich eine lokale Hemmung der verletzungsinduzierten SDF-1α Expression in Fra-
ge um eine Neointimbildung zu verhindern. Da wir jedoch in dieser Arbeit zeigen konn-
ten dass die Neointimabildung durch ungesättigte LPAs mit einer SDF-1α Expression 
assoziiert ist und die SDF-1α Expression in vitro und in vivo über die Blockade von LPA1 
und LPA3 gehemmt werden konnte (83), könnten die LPA-Rezeptoren ein wichtiger the-
rapeutischer Ansatzpunkt für die Verhinderung der Neointimabildung sein. Da zirkulie-
rende LPAs einen proatherogenen Effekt haben, könnte die Hemmung der LPA-
Synthese ein weiterer Schlüssel zur Reduktion der Entstehung von Neointima sein. Hier 
scheint Autotaxin (ATX) eine entscheidende Rolle zu spielen. LPA wird aus Lysopho-
pholipiden durch extrazelluäres Autotaxin gebildet (197). Arterielle Endothelzellen se-
zernieren ATX (183). Darüber hinaus konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass ATX in 
der arteriellen Gefäßwand nach einer Verletzung hochreguliert wird (164). In Mäusen 
führte die Applikation eines auf Boronsäure basierenden Autotaxininhibitors innerhalb 
von Minuten zu einer rapiden Reduktion des LPA-Plasmaspiegels, die orale Gabe des 
Autotaxin–Anatgonisten PF-8380 reduzierte die LPA-Plasmakonzentration um 70% in-
nerhalb von 3 Stunden(198, 199). Die exakte Rolle von ATX bei der Entstehung von 
Atherosklerose und Atherothrombosen ist noch nicht geklärt und bedarf noch weiterer 






In Deutschland geht fast jeder zweite Todesfall auf eine Erkrankung des Herz-Kreislauf-
Systems zurück. Auch weltweit stellen kardiovaskuläre Erkrankungen die häufigste To-
desursache dar, häufiger als maligne Erkrankungen. Der häufigste Grund für Erkran-
kungen des Herz-Kreislauf-Systems sind atherosklerotische Gefäßveränderungen in der 
Koronar-, Zerebral-, und peripheren Zirkulation. Es bilden sich atherosklerotische 
Plaques die im Verlauf zu einer Stenosierung, Ruptur oder thrombotischen Verschlüs-
sen des betroffenen Gefäßes führen können. In den meisten Fällen wird mit Hilfe einer 
PTCA das stenosierte Gefäß wieder geöffnet. Hier wird mit Hilfe eines Ballons durch in-
traluminalen Druck das Gefäß aufgedehnt. Wenn eine dauerhafte Aufdehnung des ste-
nosierten Gefäßes durch die PTCA nicht gewährleistet werden kann, wird ein Stent ein-
gesetzt. Eine wesentliche Limitation des Langzeiterfolges dieser Therapie ist die Bildung 
einer intimalen Hyperplasie, der sogenannten Neointima, die zu einer Restenose und 
somit zu einer erneuten Verengung einer stenosierten, atherosklerotischen Arterie in 
den ersten Monaten nach Intervention führen kann. Während nach PTCA das negative 
Remodelling und die neointimale Hyperplasie zum erneuten Volumenverlust beitragen, 
ist die Restenose nach Stentimplantation zu 90% auf die Neointimabildung zurückzufüh-
ren. Man weiß heute, dass die Neointima zu 50% aus SMCs besteht. Ursprünglich nahm 
man an, dass die neointimalen SMCs sowohl bei der nativen Atherosklerose als auch 
bei der akzelerierten Arteriosklerose lokal aus der Media der Arterienwand einwandern 
und in der Intima proliferieren. Mittlerweile konnte man zeigen, dass ein Hauptteil der 
neointimalen SMCs nach einer Gefäßverletzung aus einem adulten Stammzellenpool 
des Knochenmarks stammt und diese permanent als Vorläuferzellen von SMCs im peri-
pheren Blut zirkulieren. In den letzten Jahren konnte das Chemokin stromal cell derived 
factor (SDF)-1 α als ein wesentliches Signalmolekül identifiziert werden, das die Mobili-
sierung der Stammzellen vermittelt. Die Apoptose der medialen SMCs unmittelbar nach 
der Verletzung schein hier ein wichtiges Bindeglied zwischen der Gefäßverletzung und 
der SDF-1α vermittelten SPC-Rekrutierung zu sein. Man konnte zeigen, dass die 
apoptotischen SMCs Mikrovesikel freisetzen, die die SDF-1α Expression induzieren 
können und als eine wichtige Quelle für Vorstufen für LPAs dienen. Die im Rahmen der 





Faktor der bei der Bildung einer neointimalen Hyperplasie eine wichtige Rolle zu spielen 
scheint ist der Transkriptionsfaktor hypoxia-inducible factor (HIF)-1α. Im Ischämiemodell 
induziert HIF-1α die Regulation von SDF-1α. Desweitern konnte man zeigen dass eine 
mechanischen Gefäßverletzung ebenfalls zu einer HIF-1α Expression führt. Es konnten 
nun auch Derivate der LPA identifiziert werden, die eine gesteigerte HIF-1α Expression 
hervorrufen. Ungesättigte LPA induziert die Expression von HIF-1α in verschiedenen 
Tumorzellinien durch Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR Signaltransduktionsweges und 
von SDF-1α in mesenchymalen Stammzellen. In vivo konnte bereits gezeigt werden, 
dass LPA durch eine vermehrte HIF-1α Expression die Metastasierung von Ovarialkar-
zinomzellen fördert.  
Daher haben wir in dieser Studie die Wirkung gesättigter und ungesättigter LPA-
Derivate auf Mäusekarotiden untersucht. Des Weiteren wurde überprüft ob die Neoin-
timabildung der ungesättigten LPAs mit der Expression von SDF-1α und HIF-1α assozi-
iert ist. Als Tiermodell wurden in dieser Arbeit Wildtypmäuse verwendet. Die rechte A. 
carotis externa der Mäuse wurde operativ eröffnet und über einen retrograd eingeführten 
Schlauch die CCA für 30 min mit verschiedenen LPA Derivaten (gesättigt und ungesät-
tigt) sowie PBS-Puffer als Kontrollgruppe inkubiert. Nach vier Wochen erfolgte die Eu-
thanasierung der Tiere und die Präparate wurden entnommen. Die neointimalen und 
medialen Flächen wurden in Movat’s Pentachrom-angefärbten CCAs ausgemessen und 
die zelluläre Zusammensetzung durch quantitative Immunhistologie und Immunfluores-
zenz für SMCs und Makrophagen ausgewertet. Die Expression von SDF-1α und HIF-1α 
wurde mittels Immunfluoreszenzmiroskopie analysiert. Um die Mobilisierung der zirkulie-
renden Sca-1+/lin- SPCs in das periphere Blut nach Gefäßverletzung zu untersuchen, 
wurden diese Zellen im peripheren Blut vor und 24 h, 9 Tage und 28 Tage nach dem 
Eingriff durchflusszytometrisch quantifiziert. 
Wir konnten in dieser Arbeit zeigen, dass ungesättigtes LPA 20:4 und das LPA Analo-
gon 1-AGP18:1 in C57/BI6 Mäusen nach 28 Tagen eine signifikante neointimale Hyper-
plasie induzieren. In der PBS-Kontrollgruppe und in der Gruppe mit LPA 18:0 Behand-
lung kam es dagegen zu keiner Neointimabildung. Die quantitative Immunhistochemie 
für SMC zeigte, dass die LPA-induzierte Neointima ausschließlich aus SMCs besteht. 





und 1-AGP induzierten Neointima nachgewiesen werden. Sowohl in der LPA 20:4- als 
auch der 1-AGP induzierten Neointima konnten wir anhand der Immunfuoreszenzfär-
bung eine erhöhte SDF-1α und HIF-1α Expression im Vergleich zu den PBS- und LPA 
18:0-behandelten Karotiden nachweisen. Ferner wiesen die mit LPA 20:4-behandelten 
Karotiden eine tendenziell höhere SDF-1α und HIF-1α Expression im Vergleich zu den 
1-AGP- behandelten Mäusen auf, obwohl der Unterschied nicht statistisch signifikant 
war. Unmittelbar vor dem Eingriff und 24h, 9 Tage und 28 Tage nach der Inkubation mit 
den LPA-Derivaten oder PBS wurden Blutproben aus der Schwanzvene entnommen 
und darin die SPCs in der Zirkulation quantifiziert. Die Ergebnisse zeigten einen signifi-
kanten Anstieg der SPCs 1 Tag nach der Behandlung mit LPA 20:4, während in den 1-
AGP- behandelten Mäusen erst 9 Tage nach der Inkubation ein Anstieg der SPCs 
nachweisbar war. In der LPA 18:0- und der PBS-Kontrollgruppe zeigte sich kein Anstieg 
der Sca+/Lin+ Zellen. In den 1-AGP behandelten Mäusen ging der Anteil der zirkulie-
renden Sca+/Lin- -Zellen nach 28 Tagen wieder auf ihre Ausgangswerte zurück. Die ver-
zögerte SPC Mobilisierung nach 1-AGP Behandlung könnte auf die im Vergleich zu LPA 
20:4 geringere SDF-1α und HIF-1α Expression zurückzuführen sein.  
Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass ungesättigte LPAs eine intimale SMC Akku-
mulation initiieren, die zur Bildung einer neointimalen Hyperplasie führt. Des Weiteren 
konnten wir zeigen, dass LPA20:4 eine signifikante HIF-1α und SDF-1α Expression in 
der Gefäßwand induziert, die für die CXCR4-abhängige Mobilisation von vaskulären 
Vorläuferzellen nach LPA-Inkubation verantwortlich sein könnte. Ungesättigte LPAs 
scheinen eine wichtige Rolle bei der Bildung einer neointimalen Hyperplasie durch eine 
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PI3K      Phosphoinositol 3-kinase 
PKC     Proteinkinase C 
PLA 1/2    Phospholipase 1/2 
PLC-γ     Phospholipase C-γ 
PPAR-γ    peroxisome proliferator activated receptor-γ 
PS      Phosphatidylserin 
PS-PLA    Phosphatidylserin-spezifische Phospholipase A1 
PTCA     percutane transluminale koronare Angioplastie 
pVHL     von Hippel-Lindau Protein 
RNA      Ribonukleinsäure 
ROS      reactive oxygen species 
rRNA     ribosomale RNA 
Sca-1     stem cell antigen-1 
SDF-1α     stromal cell-derived factor-1α 
SMCs     smooth muscle cells 
SMMHC    smooth muscle myosin heavy chain 
Sp1     Transkriptionsfaktor specificity protein-1 
SPCs      smooth muscle progenitorcells 
sPLA2     lösliche Phospholipase A2 
SSC     side scatter, Seitwärtsstreulicht 
STAT     signal transducers and activation of transcription 
TBST      Tris bufferes saline with Tween 20 
TGF-β     transforming growth factor-β 
TNF-α     tumor necrosis factor-α 
TRITC    Tetramethylrhodaminisiothiocyanat 
VCAM-1.    cell adhesion molecule 1 
VEGF     vascular endothelial growth factor 
VSMCs     vascular smooth muscle cells 
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